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imunoestimuladora. 
 
Resumo 
 
 
Os ambientes marinhos são ricos em diversos compostos com atividade 
biológica, entre os quais se podem destacar os polissacarídeos sulfatados 
provenientes das algas. Estes, dependendo da sua origem, podem apresentar 
diversas estruturas. As algas vermelhas produzem galactanas sulfatadas, 
carragenanas e agaranas, as algas castanhas produzem fucoidanas e as algas 
verdes produzem ulvanas. Como estes compostos possuem ligações muito 
resistentes à degradação microbiana, originando fragmentos muito solúveis em 
soluções aquosas, sendo expectável que haja a sua acumulação no sal e nas 
águas das salinas. 
Assim, este trabalho teve como objetivo extrair, caracterizar e avaliar a 
atividade imunoestimuladora dos polissacarídeos sulfatados da água de 
salmoura das salinas de Aveiro e também dos polissacarídeos presentes no 
sal.  
A amostra que apresentou a maior concentração de material polimérico foi a 
água recolhida do tanque de evaporação onde a água está mais concentrada 
em sal. O material polimérico extraído era composto maioritariamente por 
polissacarídeos e por material inorgânico, recolhido na forma de cinzas após 
incineração, e continha também proteínas.  
Os principais resíduos que compõem os polissacarídeos sulfatados são os 
ácidos urónicos, seguindo-se a fucose, ramnose, galactose e glucose. 
A identificação das ligações glicosídicas e da localização dos grupos sulfato foi 
feita por análise de metilação. Estas análises, realizadas às amostras antes e 
depois da dessulfatação, permitiram identificar a presença de fucose em 
ligação (1→3) e (1→4) substituídas com ésteres de sulfato, que são estruturas 
características das fucoidanas. Foi também verificada a presença de ramnose 
sulfatada e em ligação (1→4), o que, juntamente com a presença de ácidos 
urónicos, permite identificar estruturas características das ulvanas. Foram 
também identificados resíduos de galactose em ligação (1→3) e (1→4), com 
diversas substituições com éster de sulfato, característicos de carragenanas e 
agaranas. Os ensaios de imunoestimulação in vitro em células do baço de 
ratinho indicaram que as amostras não são citotóxicas, e que os compostos 
presentes têm capacidade para estimular linfócitos B. As amostras 
dessulfatadas não apresentaram este efeito, o que permite inferir que os 
ésteres de sulfato são fundamentais para a atividade imunoestimuladora 
destes polissacarídeos. Este trabalho permitiu concluir que o sal e as águas de 
salina são uma boa fonte de polissacarídeos sulfatados e que estas amostras 
apresentam potencial para serem utilizadas como imunoestimulador. 
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abstract 
 
Marine environments are rich in several compounds with biological activity, 
among which the sulfated polysaccharides from algae. These, depending on 
their origin, may have different structures. Red algae have sulfated galactans, 
carrageenan and agarans, brown seaweeds have fucoidans, and ulvans are 
characteristic from green algae. As these compounds are more resistant to 
microbial degradation enzymes, the resultant products are very soluble in 
aqueous solutions. This allows to expected their accumulation in sea salt and 
saltpans water. 
This study aimed to extract, characterize and assess the immunostimulatory 
activity of sulfated polysaccharides from the Aveiro saltpans water and from 
sea salt. The sample with the highest concentration of polymeric material was 
collected from the water from the highest concentrated tank. The polymeric 
material is mainly composed by polysaccharides and inorganic material, 
collected as ash after incineration. It contains also a small content of proteins. 
The main residues comprising the sulfated polysaccharides are uronic acids, 
followed by fucose, rhamnose, galactose, and glucose. The identification of the 
glycosidic linkages and sulfate location was achieved by methylation analysis. 
The methylation carried out on samples before and after desulfation allowed to 
identify the presence of fucose in (1 → 3) and (1 → 4) linkages and substituted 
with sulfate esters, which are structures characteristic of fucoidans. Also, the 
presence of (1 → 4)-linked  sulfated rhamnose, along with uronic acids, allowed 
to infer the presence of ulvans. (1 → 3) and (1 → 4)-linked galactose residues 
were also identified, with multiple substitutions by sulfate esters, which are 
characteristic of carrageenans and agarans.  
The immunostimulatiory assays on in vitro murine splenocite cells indicated 
that the samples are not cytotoxic, and that the compounds are able to 
stimulate B lymphocytes The desulfated samples did not show this effect, 
allowing to infer that the sulfate esters are relevant for their immunostimulatory 
activity. This study revealed that salt water concentrated in the saltpans is a 
good source of sulfated polysaccharides with immunostimulatory activity. 
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1.1.  Salinas e sal 
 
 As salinas marinhas são estruturas construídas por ação humana e que permitem a 
produção de sal, através do efeito combinado do sol e do vento. Nestas estruturas a água 
salgada entra na salina pelos tanques de entrada e, devido à ação da gravidade, percorre os 
diversos tanques, aumentando a concentração em NaCl à medida que avança. A precipitação 
do sal ocorre no cristalizador quando a água atinge o ponto de cristalização (SNaCl = 
35,92g/100g de solução aquosa a 25 ºC) (Figura 1). A circulação da água nas salinas permite 
que haja a decantação natural de lamas, algas e outros sólidos presentes nas águas. 
 
Figura 1 – Representação esquemática de uma salina marinha [1]. 
 
 As salinas encontram-se normalmente localizadas em estuários, zona onde ocorre a 
transição entre o rio e o mar, podendo também estar localizadas em zonas mais interiores, 
próximas de zonas costeiras, onde a água emerge espontaneamente. Em Portugal, as 
Tanque de 
entrada
Tanque de água 
concentrada
Cristalizadores
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principais zonas de produção de sal marinho são Aveiro, Figueira da Foz, Alcochete, Ria 
Formosa e Castro Marim. O sal pode também ser explorado em minas terrestres, sendo o 
mineral extraído desses locais denominado de sal-gema ou halita (Figura 2). A exploração 
mineira de sal tem levado ao decréscimo da produção de sal marinho, apesar de este ainda 
ser produzido em alguns locais. 
 
 
Figura 2 – Sal-gema [2]. 
 
O sal, apesar de ter de apresentar 90% de NaCl, não é apenas composto por NaCl, 
mas também por matéria orgânica, outros sais e metais. A presença destes compostos na 
água de salina, influenciada pela localização geográfica e pelos organismos presentes, leva 
a que ao cristalizar o sal apresente diferentes colorações, variando entre uma coloração 
branco-translúcido e o preto (Figura 3). 
 
 
Figura 3 – Diversas colorações que o sal pode apresentar [3]. 
 
Nos ambientes que envolvem as salinas é possível encontrar diversos organismos, 
tais como algas, microalgas, fitoplâncton, invertebrados marinhos ou bactérias [4,5]. A 
presença destes organismos que vivem em condições extremas de salinidade (organismos 
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halófitos), nos quais se incluem plantas [6,7], microalgas [8,9] e comunidades bacterianas 
[10–12], leva a que neste mineral estejam presentes diversos compostos orgânicos, estando 
estes compostos presentes devido à lise celular, apoptose ou exsudação [13,14]. A 
localização geográfica da salina é também um fator importante para a sua composição em 
matéria orgânica, uma vez que o tipo de vegetação, animais e algas que se encontra difere 
entre os locais, levando assim a diferentes compostos. A atividade humana é também um 
fator que influencia a composição da matéria orgânica, pois atividades como a pesca, tráfego 
de barcos e proximidade de indústria leva a que haja a deposição de matéria orgânica nas 
águas de salina e, consequentemente, no sal.  
Os polissacarídeos sulfatados, péptidos, ácidos gordos, compostos fenólicos, 
vitaminas e minerais fazem parte dos compostos que podem estar presentes no sal e águas 
de salina [15], destacando-se os polissacarídeos sulfatados, uma vez que são bastante 
apreciados devido tanto às suas propriedades reológicas como aos seus efeitos biológicos 
[16], tendo já sido descrita a sua presença em sal marinho [17]. 
 
1.2.  Polissacarídeos sulfatados 
 
Os polissacarídeos sulfatados podem ser compostos por diferentes monossacarídeos, 
sendo as substituições com ésteres de sulfato uma característica comum. Quando de origem 
marinha, estes compostos são produzidos maioritariamente por algas, embora possam 
também ser encontrados em mamíferos e pequenos invertebrados, variando a estrutura do 
polissacarídeo de acordo com a espécie [16]. 
As algas marinhas podem ser divididas em três grandes grupos: algas vermelhas 
(Rhodophyceae), castanhas (Phaeophyceae) e verdes (Chlorophyceae), sendo a classificação 
feita de acordo com os seus pigmentos fotossintéticos. Estas algas diferem também no tipo 
de material de reserva que produzem e no tipo de polissacarídeos da parede celular [18]. As 
algas marinhas produzem uma grande variedade de polissacarídeos, sendo galactanas, 
fucoidanas e ramnanas os polissacarídeos mais importantes [19]. Os principais 
polissacarídeos sulfatados encontram-se resumidos na tabela 1, sendo as algas vermelhas 
responsáveis pela produção das galactanas sulfatadas, podendo ser carragenanas ou 
agaranas, enquanto as algas castanhas produzem fucoidanas e as algas verdes ramnanas, 
denominadas de ulvanas [16]. 
 6 
 
Tabela 1 – Tabela resumo dos polissacarídeos sulfatados de origem marinha. 
 
 1.2.1 – Carragenanas 
As carragenanas são polissacarídeos sulfatados, obtidas principalmente de algumas 
espécies de algas vermelhas [69]. Esta família de polissacarídeos apresenta elevado valor 
comercial, uma vez que são utilizadas na indústria alimentar pelo seu poder gelificante e 
emulsionante [70]. Estes compostos são solúveis em água, formando soluções aquosas de 
elevada viscosidade, dependente da concentração, temperatura e presença de outros solutos, 
bem como do tipo de carragenana e peso molecular [71]. A viscosidade aumenta de forma 
quase exponencial com o aumento da concentração, diminuindo com o aumento da 
temperatura.  
 
1.2.1.1. - Estrutura 
 
As carragenanas são galactanas sulfatadas, com uma massa molecular média acima 
de 100 kDa, sendo 15 a 40% dessa massa correspondente a ésteres de sulfato. Na sua 
estrutura podemos encontrar dois dissacarídeos repetitivos (Figura 4), consistindo o primeiro 
Tipo de 
polissacarídeo 
Resíduos predominantes 
Local de 
sulfatação 
predominante 
Efeitos biológicos 
Carragenanas (α1→3)- ou (β1→4)-D-Gal 
(β1→4)-3,6-anidro-D-Gal 
C-2, C-4, C-6 Anticoagulante [20–22] 
Antioxidante [23,24] 
Antitrombótico [25,26] 
Antiviral [27–29] 
Antitumoral [40–43] 
Imunoestimulador [34–36] 
 
Agaranas (α1→3)- ou (β1→4)-D-Gal 
(α1→3)- ou (β1→4)-L-Gal 
(β1→4)-3,6-anidro-D-Gal 
C-2, C-6 Antioxidante [37] 
Antitumoral [38] 
Antiviral [39,40] 
Anticoagulante [41–43] 
 
Fucoidanas (α1→3)- ou (β1→4)-L-Fuc C-2, C-4 Anticoagulante [44–46] 
Antiangiogénico [44,47] 
Antitumoral [48–51] 
Antiviral [52–55] 
Antioxidante [56] 
Antitrombótica [57] 
Anti-inflamatório [58] 
 
Ulvanas (α1→4)- ou (β 1→4)-L-Rha 
(α1→4)- ou (β 1→4)-D-Xyl 
(α1→4)- ou (β 1→4)-D-GlcA 
(α1→4)- ou (β 1→4)-L-IdoA 
C-2, C-3 Imunoestimulador [59] 
Anti-hiperlipidémica [60] 
Anticoagulante [61] 
Antioxidante [62–65] 
Antitumoral [62] 
Antiviral [66–68] 
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em resíduos alternados de D-galactose e 3,6-anidro-D-galactose (3,6-AnGal), em ligação 
(β1→4), e o segundo apenas por D-galactose, em ligação (α1→3) ou (β1→4). Estes 
dissacarídeos são classificados em vários grupos (Figura 4) [69], sendo esta classificação 
feita de acordo com a sua solubilidade em soluções aquosas de cloreto de potássio [72], 
posição e grau de sulfatação e a presença ou não de resíduos de 3,6-AnGal [73]. As 
carragenanas do tipo κ apresentam substituições com éster de sulfato em C4 (25 e 30%) e 
um conteúdo em 3,6-AnGal de 28 a 35%, enquanto as do tipo ι apresentam entre 28 a 30% 
de éster de sulfato, presentes em C2 e C4 e um conteúdo entre 25 a 30% de 3,6-AnGal. As 
λ carragenanas apresentam um maior grau de sulfatação, entre 32 e 39% nas posições C2 e 
C6, embora não apresentem qualquer resíduo de 3,6-AnGal [69,72], e as μ-carragenanas 
caracterizam-se por apresentar aproximadamente 30% de ésteres de sulfato em C2, C4 ou 
C6, e 35 a 45% de 3,6-AnGal [74,75].  
 
 
Figura 4 - Diferentes tipos de carragenanas provenientes de algas vermelhas. 
 
As propriedades reológicas das carragenanas são influenciadas pelo seu conteúdo em 
3,6-AnGal, uma vez que elevados conteúdos deste resíduo levam a uma maior capacidade 
gelificante. Por outro lado, elevados níveis de éster de sulfato traduzem-se numa menor 
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temperatura solubilidade e menor capacidade gelificante [69]. As carragenanas κ e ι 
apresentam capacidade para formar géis na presença de iões potássio ou cálcio, devido ao 
elevado conteúdo de 3,6-AnGal, enquanto as λ-carragenanas não apresentam essa 
capacidade uma vez que não contêm este tipo de resíduo [76]. 
 
1.2.1.2. – Origem 
 
O início da comercialização das carragenanas ocorreu na década de 60, tendo sido 
estas inicialmente obtidas recorrendo à alga tropical Kappaphycus alvarezii, que tem a 
capacidade de produzir κ-carragenanas, e à alga Eucheuma denticulatum, que produz ι-
carragenanas. Outras espécies, tais como as do género Gigartina ou Chondrus, levam à 
produção de carragenanas de outros tipos [77]. As algas da ordem das Gigartinales foram 
também amplamente exploradas, devido à sua disponibilidade na natureza, sendo a fonte 
maioritária dos últimos 30 anos a espécie Chondrus crispus, cultivadas no Canadá e na 
França, e das quais é possível obter κ- e λ-carragenanas, dependendo do seu estágio de 
maturação. Atualmente, a produção de κ- e ι-carragenanas é novamente dominada pelas 
algas Kappaphycus alvarezii, cultivadas nas Filipinas e Indonésia [78].  
O estágio de maturação leva à produção de diferentes carragenanas por parte das 
algas, assim como o ambiente do local de cultivo. Exemplo disso são as algas da espécie 
Eucheuma isiforme que, quando produzidas na Nicarágua ou no México, vão originar 
diferentes proporções de 3,6-AnGal, assim como diferentes posições nas substituições com 
ésteres de sulfato [79–81]. Apesar de ambas as origens apresentarem Gal-4-sulfato e 3,6-
AnGal-2-sulfato (substituição característica de ι-carragenanas), quando esta alga é produzida 
na Nicarágua foi observada a presença de galactose-6-sulfato [79], tendo-se comprovado a 
presença de galactose-2-sulfato quando o cultivo é realizado no México [81]. Relativamente 
ao conteúdo de sulfato, ambas as origens apresentam percentagens equivalentes, 32% 
quando cultivadas na Nicarágua e 31% no México, embora se verifiquem diferenças na 
percentagem de 3,6-AnGal, 19% na Nicarágua e 27% no México [79]. Apesar de se 
verificarem diferenças associadas ao local de cultivo, as algas da espécie Eucheuma isiforme 
foram identificadas como uma fonte promissora de ι-carragenanas [79–81]. 
Também os polissacarídeos da alga da espécie Sarconema scinaioides foram 
caracterizados [82], tendo-se concluído que estes eram constituídos maioritariamente por 
 9 
 
galactose e 3,6-AnGal, e pequenas quantidades de resíduos de xilose. Foi também 
determinado que a galactose está ligada em (1→3) e (1→4) (Figura 5) quando não apresenta 
substituições. A galactose pode estar substituída por esteres de sulfato em C-6 e C4, com o 
resíduo de galactose em ligação (1→3). Os resíduos de 3,6-AnGal encontram-se sempre em 
ligação (1→4) podem encontrar-se sulfatados em C-2. Os polissacarídeos obtidos de 
Sarconema scinaioides pertencem assim ao grupo das ι-carragenanas, devido à presença de 
substituintes característicos (sulfatação em C-2 dos resíduos de 3,6-AnGal) [82]. 
 
 
 
 
As carragenanas da alga Halymenia floresii pertencem à família das λ-carragenanas, 
uma vez que estas apresentavam baixos conteúdos de 3,6-AnGal (cerca de 2%), elevados 
níveis de sulfato (cerca de 42%), sendo solúveis em soluções de KCl com concentrações de 
0,3 M [78]. Foi ainda determinado que estes polissacarídeos não apresentam capacidade 
gelificante, e que estão dissulfatados em C-6 e C-2 na galactose (Figura 6) [78]. 
 
 
 
 
 
 
→3)-D-Gal-6S-(β1→4)-D-3,6-AnGal-2S-(α1→3)-D-Gal-4S-(β1→3)-D-Xyl-(β1→ 
n 
Figura 5 – Carragenanas provenientes de Sarconema scinaioides. 
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1.2.1.3. – Efeitos biológicos 
 
Apesar das carragenanas serem utilizadas na indústria alimentar como texturizantes 
[21], estes polissacarídeos sulfatados têm demonstrado potencial para outras aplicações 
devido às suas atividades biológicas e fisiológicas, tais como anticoagulante [20–22], 
antioxidante [23,24], antitrombótico [25,26], antiviral [27–29], antitumoral [30–33] e 
imunoestimuladora [34–36]. A concentração em sulfatos e o seu peso molecular influenciam 
as suas atividades biológicas verificando-se, por exemplo, um aumento da capacidade 
anticoagulante destes polissacarídeos à medida que se aumenta o grau de sulfatação [83]. 
As carragenanas possuem capacidade anticoagulante in vitro, sendo a maior 
observada para as λ-carragenanas, estando contudo abaixo da heparina [21]. Também 
possuem capacidade para a indução de edemas, apresentando κ-carragenana maior atividade 
do que a τ e λ. Por outro lado, as carragenanas originam uma resposta inflamatória aguda, 
caracterizada pela acumulação de fluido, verificando-se maior concentração para as λ-
carragenanas. As carragenanas induzem a pleurisia e levam ao aumento do edema, através 
de ativação da inflamação, reduzindo a coagulação [21].  
As λ-, κ- e ι-carragenanas apresentam capacidade antioxidante [84], nomeadamente 
no sequestro do radical superóxido, em que as λ-carragenanas apresentaram a menor 
capacidade das três. O grau de sulfatação está diretamente relacionado com a atividade 
oxidante, em que uma maior sulfatação origina polímeros com maior atividade [85]. O teste 
do sequestro do radical hidroxilo foi também realizado para avaliar a capacidade 
antioxidante [84], indicando os resultados que as carragenanas testadas apresentam 
Figura 6- Carragenanas provenientes de Halymenia floresii. 
n 
 
→3)-D-Gal-2S-(β1→4)-D-Gal-2S6S-(α1 →3)-D-Gal-2S-(β1→4)-D-Gal-2S6S-(α1→ 
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capacidade moderada para sequestrar este radical, sendo as ι-carragenanas as que apresentam 
a maior capacidade, seguindo-se as λ-carragenanas e por fim as κ-carragenanas.  
Num estudo realizado por Yuan et al [35] foi testada a capacidade antitumoral, o 
efeito imunoestimulatório, o estímulo à proliferação de linfócitos e a atividade das células 
NK nos oligossacarídeos provenientes de carragenanas. Estes autores concluíram que estes 
compostos apresentam efeitos antitumorais bem como atividade imunomodulatória. Os 
oligossacarídeos inibiram também significativamente o crescimento de sarcomas em 
ratinhos com tumores, em doses médias e elevadas, podendo também aumentar 
significativamente o timo e o baço. Verificou-se também um estímulo à produção de 
linfócitos, ativação de células NK e fagocitose mediada por macrófagos. 
 
1.2.2. – Agaranas 
As agaranas, tal como as carragenanas, são extraídas de algas vermelhas, diferindo 
na série dos seus dissacarídeos base, o que originam diferentes propriedades físico-químicas. 
A capacidade gelificante das agaranas é superior quando comparada com as carragenanas. 
Dentro dos elementos que contribuem para uma maior capacidade gelificante podemos 
encontrar os elevados níveis de 3,6-anidro-galactose, que é importante para a estabilidade 
dos géis formados, assim como o menor conteúdo em ésteres de sulfato. As duplas 
metilações nos resíduos de galactose são também um fator importante para esta 
característica, uma vez que aumentam a temperatura de fusão do gel [86]. Devido à sua 
elevada capacidade gelificante, as agaranas têm sido alvo de diversas indústrias, tais como 
alimentar ou farmacêutica, em processos que necessitem de gelificação ou estabilização 
[86,87]. 
 
1.2.2.1. – Estrutura 
 
 As agaranas diferem das carragenanas por apresentarem um resíduo de série 
diferente, ou seja, enquanto as carragenanas apresentam sempre o enantiómero D, as 
agaranas apresentam o enantiómero D e L alternado [88]. Os dissacarídeos base repetitivos 
(Figura 7) destes polissacarídeos sulfatados caracterizam-se por apresentar resíduos 
alternados de β-D-galactose em ligação glicosídica (1→4), com resíduos de 3,6-anidro-α-L-
galactose ou α-L-galactose. Quando as ligações glicosídicas são apenas entre resíduos de 
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galactose, estas podem também ser (1→3) [89]. Estes dissacarídeos contêm diversos grupos 
substituintes na cadeia linear, tais como grupos metilo, éster de sulfato, piruvato ou resíduos 
de β-D-xilose [90]. Apesar de todos os substituintes poderem estar presentes, contrariamente 
às substituições típicas das carragenanas, as agaranas são pobres em ésteres de sulfato, sendo 
ricas em grupos metilo ou acetal piruvato [90]. A variabilidade na estrutura química destas 
galactanas, principalmente o conteúdo em 3,6-anidro-galactose e o teor e posição da 
sulfatação é determinante para as suas propriedades físicas e biológicas [88]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.2.2.2. – Origem 
 
A família Rhodomelaceae, na qual se incluiu um largo espectro de algas, tais como 
as espécies Odonthalia sp., Polysiphonia sp., Rhodomela sp., Chondria sp., Dasyclonium 
sp., Lenormandia sp., Osmundaria sp. e Bryocladia sp., caracteriza-se pela capacidade que 
possui para produzir polissacarídeos sulfatados, entre os quais se destaca a produção de 
carragenanas e agaranas [89]. Outra possível fonte de agaranas é o género de algas Laurencia 
sp., na qual se destacam as espécies L. thyrsifera, L. nipponica, L. undulata, L. coronopus, 
L. pinnatifida, L. gemmifera e L. flexilis[19]. 
Miller et al. [91] analisaram a agarana extraída de Laurencia thyrsifera (Figura 8) e 
concluíram que esta possui resíduos β-D-galactose que podem conter grupos sulfato em C-2 
e C-6. Foi também descrita a presença dos resíduos 2-O-metil-α-L-galactose e xilose, 
revelando assim a diversidade estrutural que está inerente a este tipo de polissacarídeos, 
mesmo em apenas um organismo. 
Figura 7 - Dissacarídeos repetitivos de agaranas. 
→4)-D-Gal-(β1→4)-3,6-anidro-L-Gal-(α1→  
n 
→4)-D-Gal-(β1→4)-L-Gal-(α1→ 
n 
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Uma agarana bastante estudada é a porfirana, obtida pela extração de algas vermelhas 
da espécie Porphyra sp., tais como a Porphyra capensis [92] ou Porphyra haitanensis 
[93,94]. Estas agaranas (Figura 9) apresentam normalmente uma cadeia linear alternando 
entre resíduos de β-D-galactose em ligação (1→3) e resíduos de α-L-galactose-6-sulfato ou 
3,6-anidro-α-L-galactose em ligação (1→4) [92,95]. As suas cadeias lineares podem 
apresentar diferentes substituições, tais como ésteres de sulfato, grupos metilo ou resíduos 
de xilose, que contribuem para a sua diversidade estrutural [94].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
As agaranas de Euptilota formosissima, Ceramium boydenii e Neoptilota 
asplenioides apresentam um elevado grau de metilação devido à presença de unidades de 6-
O-metil-D-galactose. A espécie Neoptilota asplenioides tem também, para além do elevado 
Figura 8 - Estrutura repetitiva linear da agarana da alga Laurencia thyrsifera. 
 
→3)-D-Gal-(β1→4)-L-Gal-6S-(α1→3)-D-Gal-(β1→4)-3,6-L-AnGal-(α1→  
Figura 9 – Estrutura repetitiva linear da agarana das algas do género Porphyra sp. 
 
→3)-D-Gal-2S-(β1→4)-L-Gal-2-O-Metil-(α1→3)-D-Gal-6S-(β1→4)-3,6-Anidro-α-L-
Gal-(1→  
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grau de metilação, 3,6-anidro-2-O-metilgalactose. A espécie Ceramium rubrum possui uma 
agarana com resíduos de 6-O-metil-D-galactose, 2-O-metil-L-galactose, 3,6-anidro-L-
galactose e 3,6-anidro-2-O-metil-L-galactose [90].  
 
1.2.2.3. – Efeitos biológicos 
 
A capacidade antioxidante das agaranas extraídas da espécie Gracilaria birdiae foi 
avaliada num estudo realizado por Souza et al. [37], tendo estes concluído que estes 
compostos apresentam elevada capacidade para sequestrar o radical DPPH, apesar de 
nenhuma das amostras apresentar atividade mais elevada do que a de BHT, um antioxidante 
de referência. A capacidade das agaranas para sequestrar o radical hidroxilo aumenta à 
medida que se aumenta a sua concentração [37]. A capacidade antioxidante destes está 
relacionada com algumas características específicas, tais como a presença de um ou mais 
grupos OSO3
- ou a ausência de grupos OH- (na forma de 3,6-AnGal) na molécula, levando 
a presença de grupos sulfato ao aumento significativo na capacidade para remover radicais 
OH- [96,97]. 
A capacidade antioxidante das agaranas foi também avaliada in vivo, tendo-se 
concluído que a administração de agaranas, através de injeção em ratinhos e em doses 
elevadas (400 mg/kg), leva ao mesmo efeito ou superior à adição de ácido ascórbico, com 
uma concentração de 200 mg/kg. Foi também possível concluir que a adição de agaranas 
leva a um aumento da proteção contra a oxidação, através do estímulo à produção de enzimas 
especializadas na proteção antioxidante (superóxido dismutase e glutationa peroxidase), 
culminando num aumento da capacidade antioxidante total, sendo os efeitos observados 
dependentes da dose [98].  
O efeito antitumoral das agaranas foi também testado, num trabalho realizado por 
Kown et al. [38], tendo os autores concluído que as agaranas apresentam capacidade 
antiproliferativa em linhagens celulares de carcinoma gástrico humano AGS, sendo a 
inibição no crescimento dependente da dose. Foi também mostrado que a apoptose induzida 
pelos polissacarídeos esta associada à ativação de caspases, proteínas envolvidas no processo 
de morte celular, havendo um aumento da clivagem proteolítica das caspases-3 e 9. Os níveis 
de algumas moléculas pro-apoptóticas e anti-apoptóticas foram também analisados, 
concluindo-se que os seus níveis estavam bem correlacionados com a apoptose induzida 
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pelas agaranas em células humanas. Este estudo permitiu ainda concluir que o tratamento 
com polissacarídeos sulfatados reduz a ativação dos recetores IGF-I e a sinalização mediada 
por estes recetores, levando à apoptose.  
Outras atividades biológicas das agaranas foram comprovadas, tais como a atividade 
antiviral [39,40] e atividade anticoagulante [41–43]. 
 
1.2.3. – Fucoidanas 
 
As fucoidanas pertencem à família de polissacarídeos sulfatados que se caracteriza 
por ser rica em fucose, podendo ser encontrados nas paredes celulares fibrilares e nos 
espaços intercelulares de algas castanhas, tais como as algas do género Fucus. A sua 
viscoelasticidade mantém-se para várias gamas de pH, sendo estas moléculas também 
estáveis em soluções salinas, demonstrando assim que estes têm potencial para serem 
utilizados como estabilizantes, espessantes e como agente retentor de água em alimentos, 
cosméticos e outras indústrias [99].  
 
1.2.3.1. – Estrutura 
 
A estrutura das fucoidanas (Figura 10) consiste numa cadeia linear de resíduos de α-
L-fucose em ligação (1→3) e (1→4), podendo estar organizados em cadeias de L-fucose 
exclusivamente em ligação (1→3), ou alternando entre resíduos em ligação (1→3) e (1→4). 
Os resíduos de L-fucose podem estar substituídos com ésteres de sulfato (-OSO3
-) em C-2 
ou C-4, apresentando raramente sulfatações em C-3. Podem ainda ser encontrados resíduos 
simples de L-fucose ou pequenas cadeias de fucose em ramificações e, caso estas estejam 
presentes, encontram-se ligados à α-L-fucose da cadeia principal em C-4 [100]. A enorme 
variedade de estruturas que se podem encontrar nas fucoidanas não se limita a diferentes 
substituições com sulfato ou grupos acetilo, mas também a composição em monossacarídeos 
da cadeia principal contribui para a sua diversidade. Na sua estrutura podem estar presentes 
resíduos de galactose, manose, xilose, glucose e/ou ácido glucurónico, embora sejam 
normalmente componentes minoritários [101].  
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1.2.3.2. – Origem 
 
As fucoidanas de F. vesiculosus e Ascophyllum nodosum (Figura 11) apresentam um 
dissacarídeo predominante, contendo ésteres de sulfato em C-2 dos resíduos de fucose em 
ligação (1→3) e em C-2 e C-3 dos resíduos de fucose em ligação (1→4) [102]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11 - Dissacarídeos repetitivos de fucoidanas sulfatados em C-2 e C-3. 
 
Nos polissacarídeos provenientes de F. vesiculosus foi ainda observada a presença 
de fucose 2,4-di-sulfato bem como de fucose 2,3-di-sulfato (Figura 12) [103].  
Figura 10 - Dissacarídeos repetitivos de fucoidanas. 
 
→3)-L-Fuc-(α1 →3)-L-Fuc-(α1→ →4)-L-Fuc-(α1→4)-L-Fuc-(α1→ 
n n 
n 
→3)–L–Fuc–2S-(α1→3)–L–Fuc–
2S–(α1→ 
→4) –L–Fuc–3S–(α1→4)–L–Fuc–
3S–(α1→ 
n 
 17 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12 - Dissacarídeos repetitivos de fucoidanas di-sulfatadas em C-2/C-4 e C-2/C-3 
respetivamente. 
 
Os polissacarídeos sulfatados de F. evanescens apresentam frações oligossacarídicas 
com e sem substituições de sulfato, consistindo principalmente em resíduos de fucose em 
ligação (α1→3), esterificados com sulfato em C-2 [104]. Esta análise revelou ainda a 
presença de compostos minoritários, consistindo em fuco-oligossacarídeos mono-sulfatados, 
contendo resíduos de xilose e galactose, sulfatados tanto em C-2- como em C-4, em ligação 
(1→3) (Figura 13). Pode também conter ácido glucurónico como parte dos fuco-
oligossacarídeos não sulfatados [104].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Devido às diferenças estruturais descritas e às diferenças que se podem obter devido 
aos diferentes métodos de extração e condições utilizadas, as fucoidanas foram classificadas 
em dois grupos. No primeiro grupo incluem-se os polissacarídeos em que as cadeias 
→3)-L-Fuc-2S4S-(α1→3)-L-Fuc-2S4S-
(α1→ 
4→)-L-Fuc-2S3S-(α1→4)-L-Fuc-2S3S-
(α1→ 
n n 
Figura 13 - Dissacarídeos repetitivos de fucoidanas substituídas com Ácido glucurónico e Xilose. 
 
3→)-L-Fuc-(α1→3)-D-GlcA-
(β1→ 
4→)-L-Fuc-(α1→4)-D-Xyl-2S-(β1→ 
n n 
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principais são compostas por resíduos de L-fucose em ligação (1→3), podendo ser extraídos 
de Laminaria saccharina, L. digitata, Analipus japonicus, Cladosiphon e Chorda filum. O 
segundo grupo caracteriza-se por uma cadeia principal composta por resíduos de L-fucose, 
com ligações alternadas entre (1→3) e (1→4), podendo ser isoladas de Ascophyllum 
nodosum e outras espécies de Fucus [105].  
 
1.2.3.3. – Efeitos biológicos 
 
Vários autores avaliaram os efeitos biológicos das fucoidanas, tais como o efeito 
anticoagulante [44–46], antiangiogénico [44,47], antitumoral [48–51] e antiviral [52–55] e 
capacidade antioxidante [48,56,106–109]. A capacidade para sequestrar o radical DPPH foi 
avaliada [56], tendo-se verificando-se uma elevada capacidade de eliminação por parte das 
fucoidanas, para doses de 1 mg/mL (61%), quando comparado com o controlo BHA 
(hidroxianisol de butilo) (100%). Uma vez que foram utilizadas frações purificadas do 
polissacarídeo, este estudo levou a concluir que a capacidade observada se deve de facto às 
fucoidanas e não a potenciais contaminantes (como proteínas ou compostos fenólicos) que 
estejam presentes na amostra [56]. Costa et al. [110] avaliaram a capacidade de fucoidanas 
para sequestrar os radicais hidroxilo e superóxido, sendo os polissacarídeos extraídos de 
diferentes algas castanhas. Os resultados obtidos demonstram que todos os polissacarídeos 
sulfatados testados apresentam capacidade antioxidante, sendo os extraídos da Phaeophyta 
sargassum filipendul os que apresentam o maior valor para este parâmetro e os da 
Spatoglossum schroederi os que apresentam a menor capacidade. [110]. A capacidade 
antioxidante é dependente da estrutura do polissacarídeo, embora os autores não tenham 
determinado de que modo a estrutura influencia esta capacidade. 
A capacidade antitrombótica das fucoidanas foi também testada in vivo [57], com 
polissacarídeos extraídos da alga castanha Sargassum vulgare, seguindo-se purificação. Os 
resultados obtidos neste trabalho permitiram concluir que as fucoidanas extraídas de 
Sargassum vulgare apresentam capacidade antitrombótica, apesar de esta apenas ser 
considerável para concentrações elevadas, cerca de dez vezes superiores à concentração de 
heparina. 
A atividade anti-inflamatória destes polissacarídeos sulfatados foi testada in vivo, 
com polissacarídeos extraídos da alga castanha Lobophora variegata, tendo-se concluído 
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que as fucoidanas reduzem o edema causado por diversos agentes edematonogénicos, 
levando também à redução do estímulo inflamatório. O tratamento com estes polissacarídeos 
reduz ainda a permeabilidade vascular, a migração de leucócitos e a concentração de NO nos 
exudatos recolhidos [58]. O efeito anti-inflamatório de fucoidanas extraídas de diversas 
espécies de algas foi também testado [111], concluindo-se que os polissacarídeos com maior 
capacidade inibitória foram extraídos de L. saccharina e F. evanescens, (inibição de mais de 
90%, quando comparado com uma solução salina, o controlo negativo). Os polissacarídeos 
com menor capacidade para inibir foram obtidos de F. distichus e F. spiralis, inibindo 
aproximadamente 60%.  
 
1.2.4. – Ulvanas 
 
As algas verdes são ainda pouco utilizadas comercialmente, apesar de serem 
utilizadas na alimentação em alguns países há vários séculos. A descoberta de um importante 
constituinte destas algas, as ulvanas, aumentou o interesse neste tipo de algas [18]. 
As ulvanas são um dos principais polissacarídeos produzidos pelas algas verdes, das 
quais se destaca o género Ulva, sendo esta uma potencial fonte a ser explorada. Estudos 
realizados com este polissacarídeo demonstraram que este apresenta diversas propriedades, 
o que o torna num polissacarídeo com potencial para ser utilizado em diversas aplicações 
[112–115]. Uma das características únicas das ulvanas é a presença de ramnose sulfatada e 
ácido idurónico [116]. As ulvanas são também capazes de formar géis na presença de ácido 
bórico, numa reação mediada por iões de cálcio, indicando que estas estão presentes na 
parede celular das algas verdes na forma de gel [117]. As suas características peculiares, tais 
como a sua capacidade para realizar trocas iónicas e características gelificantes, são 
promissoras para a sua utilização em produtos nos quais seja necessário complexar metais. 
As ulvanas apresentam também potencial biológico para serem aplicados nas indústrias 
agrícola, alimentar e farmacêutica [118]. As algas verdes estão facilmente disponível em 
águas costeiras eutrofizadas ou em cultura [119]. 
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1.2.4.1. - Estrutura 
 
As ulvanas são constituídas por uma cadeia principal composta maioritariamente por 
resíduos de ramnose, xilose e ácidos glucurónico e idurónico, distribuídos em dissacarídeos 
repetitivos. Os dois principais dissacarídeos (Figura 14) são os ácidos ulvanobiurónicos do 
tipo A e B, sendo o tipo A constituído por resíduos de ácido β-D-glucurónico e resíduos de 
α-L-ramnose em ligação (1→4). O tipo B consiste em resíduos de ácido α-L-idurónico e 
resíduos de α-L-ramnose também em ligação (1→4) [116,119].   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14 - Dissacarídeos repetitivos de Ulvanas: Ulvanas tipo A e Ulvanas Tipo B. 
 
A quantidade de cada monossacarídeo e o arranjo destes dentro dos polissacarídeos 
pode variar de acordo com vários fatores, tais como a distribuição geográfica e maturação 
da espécie, as condições ambientais e a sazonalidade, resultando numa grande variedade de 
estruturas de ulvanas [18]. A análise estrutural destas estruturas é dificultada pela presença 
de ácido aldobiorónico, resistente a hidrólise ácida, e de ácido idurónico, que apresenta uma 
natureza lábil, sendo facilmente degradado pelas condições acídicas necessárias à análise de 
polissacarídeos [120,121]. De forma a minimizar estes efeitos, foram propostos novos 
métodos que combinam hidrólises ácidas suaves com a degradação enzimática, recorrendo 
à β-glucuronidase ou a uma mistura de enzimas tais como celulase, xilanase, β-glucosidase, 
β-glucanase e xilanase [122]. 
→4)-D-GlcA-(β1→4)-L-Rha-(α1→ 
n 
→4)-L-IdoA-(α1→4)-L-Rha-(α1→  
n 
Ulvana tipo A Ulvana tipo B 
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1.2.4.2. - Origem 
 
As ulvanas da alga Enteromorpha compressa apresentam grupos sulfato ligados à 
ramnose na posição C-2 (Figura 15). É possível encontrar ramificações no 
heteropolissacarídeo, como resíduos de ácido urónico na posição terminal, estando estes 
ligados à posição C-4 da ramnose [123].  
 
 
 
Figura 15 - Dissacarídeo repetitivo de ulvanas monosulfatados. 
 
As ulvanas da espécie Ulva rigida [124–126] contêm os grupos sulfato ligados à 
posição C-2 ou C-3 da ramnose, existindo também evidências da presença de resíduos de 
sulfato em xilose, sendo essas sulfatações na posição C-2 (Figura 16). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16 - Dissacarídeo repetitivo de ulvanas monosulfatados e substituídas com xilose. 
 
→4)-D-GlcA-(β1→4)-L-Rha-3S-
(α1→ 
→4)-L-IdoA-(α1→4)-D-Xyl-2S-
(β1→ 
Ulvana tipo B 
n 
n 
Ulvana tipo A 
→4)-D-GlcA-(β1→4)- -L-Rha-2S-
(α1→ 
→4)-L-IdoA-(α1→4)-L-Rha-2S-
(α1→ 
n n 
Ulvana tipo B 
BB 
Ulvana tipo A 
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1.2.4.3. – Efeitos biológicos 
 
O efeito imunoestimulador das ulvanas foi avaliado num trabalho realizado por Leiro 
et al. [59], os quais extraíram os polissacarídeos das algas verdes da espécie Ulva rígida e 
os purificaram. Os autores observaram que a produção de NO no sobrenadante dos 
macrófagos aumentou consideravelmente quando as células eram incubadas com o 
polissacarídeo nativo, sendo o aumento dependente da dose. Quando testado o efeito do 
polissacarídeo dessulfatado, verificou-se que este era inferior ao obtido para o polissacarídeo 
sem tratamento (cerca de 50 % inferior), indicando estes resultados que a presença de sulfato 
é um fator importante na capacidade imunomestimuladora. Verificou-se também que o 
aumento dos níveis de óxido nítrico se deve ao aumento da expressão da enzima NOS-2 
(Óxido nítrico sintase), uma vez que se observou o aumento de mRNA de NOS-2 produzidos 
pelos macrófagos [59]. Observou-se também que a produção de PGE2 é estimulada pelo 
polissacarídeo, também dependente da dose. O aumento de PGE2 deveu-se ao aumento da 
expressão de COX-2 (Ciclo-oxigenase), enzima responsável pela síntese desta molécula 
[59]. 
Também a capacidade anti-hiperlipidémica foi avaliada, num trabalho de Pengzhan 
et al. [60], os quais obtiveram os polissacarídeos sulfatados da alga verde Ulva pertusa. 
Neste estudo foram testadas frações do polissacarídeo bem como o polissacarídeo sem 
fracionamento, tendo os autores concluído que ambas as dietas levaram ao decréscimo dos 
índices de gordura no abdómen de ratinhos. A dieta suplementada com o polissacarídeo 
levou ainda ao decréscimo dos valores séricos de colesterol total e colesterol-LDL, enquanto 
a suplementação com as frações do polissacarídeo levou ao decréscimo de triacilglicerídeos 
séricos e ao aumento da concentração de colesterol-HDL, apesar de se verificar também o 
aumento das concentrações séricas de colesterol total e colesterol LDL. O aumento que se 
verificou no volume das fezes e excreção de sais biliares leva a concluir que a diminuição 
dos valores séricos observados se ficou a dever ao aumento da excreção de colesterol total e 
colesterol LDL [60]. 
O efeito anticoagulante das ulvanas foi avaliado num trabalho realizado por Mao et 
al. [61], com polissacarídeos provenientes de Monostroma nitidum, tendo sido testadas duas 
frações que diferiam no peso molecular, grau e posição das sulfatações. Ambas as frações 
apresentaram atividade anticoagulante, atuando tando sobre a via extrínseca de coagulação, 
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como pela inibição da atividade da trombina. Entre as duas frações do polissacarídeo foram 
verificadas diferenças na capacidade anticoagulante, sendo estas explicadas por diferenças 
estruturais nas frações, uma vez que os fragmentos de menor peso molecular e com maior 
grau de sulfatação apresentam maior atividade [61]. Estas conclusões foram já descritas por 
outros autores [127–129], tendo estes identificado o grau de sulfatação e o peso molecular 
como elementos fundamentais para esta atividade. 
Outros efeitos biológicos foram também descritos em ulvanas, tais como a 
capacidade antioxidante [62–65], a atividade antitumoral [62] e a atividade antiviral [66–
68].  
 
1.3. Objetivos do trabalho 
 
 Os polissacarídeos sulfatados são compostos bastante valorizados tanto pela indústria 
alimentar como farmacêutica [70,73,87,99,112,113,118]. Como a sua extração a partir de 
algas é um processo complexo, é importante encontrar uma fonte rica nestes polissacarídeos 
de modo a que sejam facilmente obtidos. A libertação destes compostos para o meio aquático 
leva que haja acumulação, uma vez que são estruturas resistentes à degradação enzimática, 
sendo provável que, devido à elevada solubilidade das estruturas resultantes, se encontrem 
em águas de salina e no sal marinho. Assim, este trabalho tem como objetivo a extração e 
caracterização dos polissacarídeos sulfatados do sal e das águas das salinas, assim como a 
determinação da sua potencial atividade imunoestimuladora. 
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2.1. Obtenção das amostras 
 
As amostras foram recolhidas em setembro de 2013 na salina da Universidade de 
Aveiro, numa fase em que a recolha do sal já estava terminada. A Figura 17 mostra uma 
imagem da salina e os locais de recolha das amostras. Esta fotografia foi tirada do 
GoogleMaps, numa altura em que a produção de sal se encontrava no seu máximo, o que 
não corresponde à data em que as amostras foram recolhidas para a realização do presente 
trabalho. Foram recolhidas três amostras: água dos tanques mais próximos da entrada de 
água no cristalizador; água dos tanques mais afastados da entrada, contendo uma maior 
concentração em NaCl e sal cristalizado sem qualquer tipo de tratamento, recolhido do 
monte de sal formado na margem da salina (SAL). As duas amostras de água (10 L de cada) 
foram concentradas por ebulição, tendo precipitado sal contido nestas águas. O sal 
precipitado foi separado da água por decantação, originando o precipitado de água de entrada 
(PAE) e o precipitado de água concentrada (PAC). As águas após foram recolhidas após 
ebulição, originando as amostras água de entrada (AE) e água concentrada (AC). 
Água de entrada
Água concentrada
Figura 17 – Local de recolha de amostras na salina da universidade de Aveiro [159]. 
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Todas as amostras foram dialisadas contra água destilada, utilizando-se mangas de 
diálise (Medicell, 12-14 kDa), recolhendo-se o material de elevado peso molecular. No caso 
do sal sólido e dos precipitados, estes foram colocados dentro da membrana de diálise com 
uma quantidade mínima de água para remover o ar e eliminar os vértices mais aguçados do 
sal, que poderiam romper a membrana [17]. As diálises foram realizadas em potes de 10 L, 
tendo sido colocadas 6 mangas por pote. Para as amostras no estado líquido cada manga 
tinha um volume de 200 mL, perfazendo um total de 1,2 L por pote, enquanto nas amostras 
sólidas foram colocados 200 g de sal, com uma massa final de 1,2 kg por pote. O processo 
de diálise terminou quando a condutividade do dialisado e da água destilada se igualaram. 
Para o material solúvel, tal equilíbrio surgiu entre 4 e 7 dias e para os precipitados, a diálise 
estendeu-se por 1 mês, com mudas de água 2 vezes por dia. O material polimérico foi depois 
concentrado através de um evaporador rotativo, sendo de seguida congelado e liofilizado. 
As amostras liofilizadas foram armazenadas num exsicador com pentóxido de fósforo até 
serem analisadas.  
 
2.2. Análise de açúcares neutros 
 
A determinação de açúcares neutros foi realizada recorrendo a uma hidrólise 
redutiva, segundo o protocolo proposto por Stevenson et al. [130], sendo os monossacarídeos 
convertidos de seguida em acetados de alditol, através de uma acetilação. Neste tipo de 
hidrólise os resíduos de monossacarídeos libertados do polissacarídeo devido à hidrólise são 
simultaneamente reduzidos, impedindo que os mais lábeis sejam degradados pelo ambiente 
ácido. 
Cerca de 1 mg de amostra foi pesada em tubos e foram adicionados 200 µL 3 M de 
ácido trifluoroacético (TFA) e 50 µL do complexo borano-4-metilmorfolina (MMB) 80 
mg/mL. A amostra foi colocada a 80 ºC durante 5 min, deixou-se arrefecer até à temperatura 
ambiente e adicionaram-se mais 50 µL de MMB e deixou-se a reagir a 120 ºC durante 1 h. 
Após a amostra arrefecer até à temperatura ambiente, adicionaram-se 100 µL de padrão 
interno (2-desoxiglucose 1 mg/mL) e 100 µL de MMB, evaporando-se no evaporador 
rotativo sob vácuo até à secura.  
O resíduo obtido foi dissolvido em 100 µL de ácido acético glacial, sendo de seguida 
adicionados 450 µL de 1-metilimidazol e 3 mL de anidrido acético, num banho de água fria. 
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A mistura foi agitada e incubada num bloco de aquecimento a 30 ºC durante 30 min. Após 
este período foram adicionados 3 mL de água destilada, para decompor o excesso de anidrido 
acético. Os acetatos de alditol foram extraídos com 2,5 mL de diclorometano, a mistura foi 
centrifugada (3000 rpm durante 30 s) e a fase aquosa foi removida por aspiração. A fase 
orgânica contendo os acetados de alditol foi lavada, duas vezes, com 3 mL de água destilada, 
tendo-se repetido novamente os passos de agitação, centrifugação e remoção da fase aquosa. 
O diclorometano foi evaporado no evaporador rotativo sob vácuo até a secura e de seguida 
adicionou-se 1 mL de acetona anidra que foi seguidamente evaporada.  
Os acetatos de alditol foram depois dissolvidos em 50 µL de acetona anidra para 
serem injetados no cromatógrafo de gás com detetor de ionização de chama (GC-FID), 
(Perkin Elmer – Claus 400) equipado com uma coluna capilar DB-225 (30 m de 
comprimento, 0,25 mm diâmetro, 0,15 µm espessura). A temperatura do injetor era de 220 
°C e a do detetor 230 °C. A injeção foi realizada em modo “split” (1:60). O programa de 
temperaturas utilizado foi o seguinte: temperatura inicial 200 °C, aumento até 220 °C a 40 
°C/min, mantendo-se a esta temperatura por 7 min, seguido de um aumento até 230 °C a 20 
°C/min, ficando a esta temperatura durante 1 min. O gás de arraste foi o hidrogénio (H2) com 
um fluxo de 1,7 mL/min e uma pressão de 17 psi. A análise dos açúcares neutros foi realizada 
em duplicado. Os açúcares foram identificados pelo tempo de retenção por comparação com 
padrões. 
 
2.3. Análise de ácidos urónicos 
 
A análise de ácidos urónicos foi realizada recorrendo ao método colorimétrico 
descrito por Coimbra et al. [131] sendo necessário realizar uma pré-hidrólise da amostra, 
por adição de 200 μL de H2SO4 72% a tubos de cultura (10 mL) com cerca de 2-3 mg de 
amostra. Os tubos foram deixados à temperatura ambiente durante 3 horas e agitados no 
vortex duas a três vezes. A hidrólise ocorreu com a adição de 2,2 mL de água destilada de 
forma a obter no final uma concentração de 1 M de H2SO4. Os tubos foram colocados num 
bloco de aquecimento a 100ºC durante 1 h. A uma alíquota de 0,5 mL de hidrolisado foram 
adicionados 3 mL de água destilada. 
Para a determinação de ácidos urónicos foi necessário preparar padrões com 
concentrações de 0, 20, 40, 60 e 80 µg/mL de ácido galacturónico (200 µg/mL) para a curva 
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de calibração. Para cada concentração foram preparados 3 tubos (1 branco e 2 réplicas) com 
0,5 mL de solução padrão. As alíquotas de 0,5 mL de amostra foram diluídas com 3 mL de 
água destilada. Para cada amostra ou padrão de ácido galacturónico foram retirados 0,5 mL 
de solução para 3 tubos de ensaio. Todos os tubos (amostras e padrões) foram colocados 
num banho de gelo e foram adicionados 3 mL de 50 mM de borato de sódio preparado em 
ácido sulfúrico concentrado. Taparam-se os tubos com folha de alumínio e agitaram-se bem 
antes de se colocarem num banho a 100 ºC durante 10 min. Foram adicionado, no escuro, 
100 µL de m-fenilfenol (MFF) 0,15% (m/v) em NaOH 0,5% (m/v) a 2 dos 3 tubos de cada 
amostra e padrão, sendo que o tubo sem a adição do MFF representa o branco de cada 
amostra. Agitou-se muito bem, até aparecer cor e deixaram-se a reagir no escuro, durante 30 
min. Por fim, os tubos foram de novo agitados para homogeneizar a solução e a absorvância 
foi lida a 520 nm (Jenway 6405 UV/Vis). As análises aos ácidos urónicos foram realizadas 
em duplicado. 
 
2.4. Determinação de ésteres de sulfato 
 
A determinação da concentração de ésteres de sulfato na amostra foi realizada através 
da reação de turbidimetria proposta por Dodgson el al. [132]. Nesta análise foi necessário 
preparar o reagente gelatina – cloreto de bário, através da dissolução de 2 g de gelatina em 
400 mL de H2O quente, seguindo-se um período mínimo de repouso de 6 h a 4 ºC. Após este 
período dissolveram-se 2 g de cloreto de bário no fluido semi-viscoso de gelatina e deixou-
se repousar durante 2 a 3 h. Foi também preparada uma solução de gelatina, da forma idêntica 
ao descrito, sem a adição de cloreto de bário.  
 Pesaram-se 4 mg de amostra, dissolveram-se em 1 mL de 1 M de HCl e colocou-se 
num bloco de aquecimento a 105-110 ºC durante 5 h, de forma a hidrolisar os ésteres de 
sulfato. Arrefeceu-se a mistura e transferiram-se 0,2 mL do hidrolisado, em duplicado, para 
tubos sovirel contendo 3,8 mL de ácido tricloroacético (TCA) 3% (m/v) e adicionou-se 1 
mL do reagente gelatina – cloreto de bário, deixando-se sob agitação durante 20 min. Após 
o período de agitação leu-se a absorvância a 360 nm (no espectrofotómetro Jenway 6405 
UV/Vis), tendo sido utilizado como branco uma amostra à qual foi substituída a alíquota de 
amostra por água destilada. O valor obtido quando se adicionou a amostra à solução 
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contendo apenas gelatina foi subtraído ao valor obtido para a amostra com gelatina – cloreto 
de bário. 
A concentração de ésteres de sulfato foi determinada através da construção de uma 
curva de calibração de K2SO4, contendo entre 20 e 200 µg do ião SO4
2-. 
 
2.5. Determinação da proteína 
 
A quantidade de proteína nas amostras foi determinada pelo método colorimétrico 
do ácido bicinconínico [133]. A 50 μL de amostra adicionou-se 1 mL de ácido bicinconínico. 
A mistura foi homogeneizada e incubada a 60 °C durante 15 min. Após 30 min à temperatura 
ambiente foi lida a absorvância a 562 nm (Jenway 6405 UV/Vis). A proteína solúvel presente 
foi estimada com base numa curva de calibração construída usando a albumina de soro 
bovino (BSA) como padrão com concentrações entre 0,1 e 0,5 mg/mL. Todas as 
determinações foram realizadas em triplicado. 
 
2.6. Quantificação da matéria inorgânica 
 
 A determinação da concentração de cinzas presente no material polimérico foi feita 
recorrendo a uma análise de termogravimetria, realizada numa balança termogravimétrica 
(Setsys Evolution 1750 Setaram) com sensor tipo S. As amostras (6 mg) foram aquecidas a 
uma taxa constante de 10 ºC/min, numa gama de 20 até 600 ºC. O gás de purga utilizado foi 
oxigénio, com um fluxo de 200 mL/min, sendo o teste realizado num cadinho de 170 mL de 
alumina. Foi realizada uma linha de base prévia, nas mesma condições que os ensaios, com 
o cadinho vazio. A massa que permaneceu no cadinho após a combustão corresponde à 
quantidade de matéria inorgânica presente na amostra.   
 
2.7. Análise de metilação 
 
A determinação do tipo de ligação presente entre os monossacarídeos nas amostras 
foi realizada por metilação [134,135]. A amostra (1-2 mg) foi seca sob vácuo, na presença 
de P2O5, durante 18 h. A amostra foi dissolvida em 1 mL de dimetilsulfóxido (DMSO), tendo 
ficado sob agitação durante a noite, de forma a que haja uma dissolução completa. Foram 
adicionado cerca de 40 mg de NaOH triturados com um almofariz sob atmosfera de árgon, 
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e deixado 30 min à temperatura ambiente. Adicionaram-se de seguida 80 µL de iodeto de 
metilo, e deixou-se a reagir durante 20 min. Este passo foi repetido duas vezes, com duas 
adições de 80 µL de iodeto de metilo intercaladas com dois períodos de reação de 20 min. 
A amostra foi dissolvida em 3 mL de uma solução de CHCl3:MeOH (1:1, v/v) e dialisada 
contra uma solução aquosa de 50% EtOH. Após a diálise as amostras foram concentradas 
até à secura no evaporador rotativo sob vácuo. A amostra foi dissolvida em 1 mL de DMSO 
e o processo de metilação foi repetido como descrito anteriormente.  
 A amostra, após metilação, foi dissolvida em 500 µL de 2 M de TFA e incubado a 
121 ºC durante 1 h. Após a hidrólise o TFA foi evaporado recorrendo a um evaporador 
rotativo sob vácuo. 
 Os monossacarídeos obtidos foram sujeitos a redução e acetilação. A redução foi 
realizada por adição de 300 µL de 2 M de NH3 e 20 mg de NaBD4 e deixou-se a reagir 
durante 1 h a 30 ºC. Após este período, as amostras foram arrefecidas num banho de gelo e 
foram adicionados 50 µL de ácido acético glacial por duas vezes. A acetilação foi efetuada 
por adição de 450 µL de 1-metilimidazol e 3 mL de anidrido acético, tendo sido as amostras 
colocadas a 30 ºC durante 30 min. Após este período de incubação foram adicionados, num 
banho de gelo, 3 mL de H2O e 2,5 mL de CH2Cl2. A amostra foi agitada, centrifugada (3000 
rpm durante 30 s) e a fase aquosa removida por aspiração. Este passo foi repetido mais uma 
vez, seguindo-se a adição de 3 mL de H2O, agitação, centrifugação e remoção da fase aquosa. 
O passo de lavagens foi repetido duas vezes. Após as lavagens da amostra o CH2Cl2 foi 
levado à secura no evaporador rotativo sob vácuo, seguindo-se a adição de 1 mL de acetona 
anidra e novamente evaporada até à secura. A adição de acetona anidra foi repetida, sendo 
levada novamente à secura.  
 As amostras foram depois dissolvidas em acetona anidra (50 μL) e injetadas (2 μL) 
num cromatógrafo de gás (GC) (Agilent technologies 6890 N network), equipado com uma 
coluna DB-1 de 25 m (QUADREX Corporation, New Haven, CT, USA) com diâmetro 
interno e a espessura da película de 0,25 mm e 0,05 μm, respetivamente, conectada a um 
detetor de massa seletivo quadrupolo Agilent 5973. As amostras foram injetadas no modo 
splitless (5 min) com o injetor a 20 ºC. A temperatura inicial do forno do GC foi de 50 °C, 
aumentando ate 140 ºC a um ritmo de 8 ºC/min. Esta temperatura foi mantida durante 5min, 
sendo de seguida aumentada até 150 ºC a um ritmo de 0,5 ºC/min, seguindo-se novo aumento 
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até 300 ºC a 40 ºC/min, mantendo durante 1 min. O caudal do gás de arraste (He) foi de 1,7 
L/min. 
 
2.8. Dessulfatação 
 
A dessulfatação foi realizada com o intuito de determinar quais os locais de ligação 
dos esteres de sulfato ao polissacarídeo, recorrendo-se para tal ao protocolo proposto por 
Miller et al [136]. A 10 mg do polissacarídeo foram adicionados 1,8 mL de DMSO, 
seguindo-se a adição de 0,1 mL de piridina, 13 mg de ácido piromelítico, 12 mg de fluoreto 
de sódio e 0,2 mL de piridina. Colocou-se a amostra a 120 ºC durante 3 h, deixou-se arrefecer 
até à temperatura ambiente e adicionou-se 1 mL de hidrogenocarbonato de sódio 3%. 
Dialisou-se a solução contra água destilada, sendo de seguida liofilizada de forma a obter os 
polissacarídeos dessulfatados. 
As amostras dessulfatadas foram de seguida metiladas, tal como descrito no ponto 
2.7, permitindo assim determinar quais os locais de ligação de ésteres de sulfato nos 
polissacarídeos. 
 
2.9. Atividade imunoestimuladora  
 
A atividade imunoestimuladora foi avaliada recorrendo ao protocolo proposto por 
Passos et al. [137]. Os linfócitos foram obtidos por remoção do baço de ratos BALB/c, 
colocado em meio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute medium), constituído por 
aminoácidos e vitaminas num sistema tampão de hidrogenocarbonato, suplementado com 
penicilina (100 IU/mL), estreptomicina (50 mg/L), 2-mercaptoetanol (0,05 mol/L) e 10% de 
soro fetal bovino, seguindo-se remoção mecânica das células. As células foram de seguida 
incubadas numa placa de 96 poços (106 células/poço), juntamente com 50 μL de solução 
aquosa da amostra com concentrações de 25, 50 e 75 μg/mL, e 50 μL de RPMI. Foram 
também realizados dois controlos, sendo o controlo negativo realizado através da adição de 
100 μL de RPMI e o controlo positivo com a adição de 4 μL de lipopolissacarídeo (LPS) da 
Salmonella abortus equi 50 μg/mL e 96 μL de RPMI. As placas foram de seguida incubadas 
a 37ºC durante 16 a 20 h, numa atmosfera contendo 95% de humidade e 5% de CO2.  
Após este período as células foram incubadas durante 30 min com os anticorpos 
específicos anti-CD3 FITC e anti-CD19 PE/Cy7 para marcar as células T e B, 
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respetivamente. Para avaliar a ativação das células usou-se o anticorpo anti-CD69 PE. Após 
a incubação com os anticorpos, adicionou-se tampão PBS diluído contendo azida de sódio e 
albumina sérica bovina (BSA), de forma a retirar o excesso de anticorpos. Centrifugaram-se 
e ressuspenderam-se as células em tampão de PBS/BSA/azida contendo iodeto de propídio 
de modo a identificar e excluir as células mortas. Por fim, as células foram analisadas por 
citometria de fluxo (EPLICS XL Beckman Coulter com software EXPO32ADC). 
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2.10. Diagrama do trabalho realizado: 
 
 Na Figura 18 encontra-se esquematizado o trabalho realizado, estando indicados os 
processos necessários para extrair o material polimérico, bem como as análises realizadas a 
estes compostos. 
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Figura 18 – Diagrama do trabalho realizado. 
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3.1. Composição do material polimérico  
 
 O material polimérico (MP) contido nas amostras água de entrada (AE), água 
concentrada (AC), os seus precipitados (PAE e PAC respetivamente) e Sal foi obtido após 
diálise e liofilização do material solúvel em água retido pela membrana de diálise. A amostra 
AC foi a que apresentou um maior rendimento (613,3 mg/L), quando comparada com a AE 
(121 mg/L) (Tabela 2). Entre as amostras no estado sólido, o precipitado de água concentrada 
(PAC) apresentou o maior rendimento, com 336,2 mg/kg, seguindo-se o Sal, com 160,7 
mg/kg e, por fim, encontra-se o precipitado de água de entrada (PAE), do qual se obteve 
89,1 mg/kg (Tabela 2). O valor de MP obtido para a amostra de Sal encontra-se no intervalo 
obtido por Silva [17] (46 – 348 mg/kg) para o sal de diferentes localizações assim como para 
o sal da região de Aveiro (116 – 178 mg/kg). Os valores de MP recolhido nos precipitados 
PAC e PAE também estão dentro dos valores encontrados por Silva [17] para o sal de 
diferentes localizações. No entanto, quando comparados com os valores da região de Aveiro, 
a amostra PAC apresenta um valor superior, enquanto a amostra PAE tem valor inferior ao 
intervalo.  
 
Tabela 2 - Quantidade de material polimérico e a sua composição. 
 
Material 
polimérico 
extraído 
μg/ mg material polimérico 
Ésteres de 
sulfato/Hidratos 
de carbono  
Hidratos de 
carbono 
Ésteres de 
sulfato 
Proteína Cinzas 
AEa 121 418 ± 16 103 ±2 57 ± 2 112 0,247 
ACa 613 573 ± 18 69 ± 2 52 ± 3 163 0,120 
PAEb 89 274 ± 8 86 ± 3 94 ± 6 180 0,313 
PACb 336 244 ±2 51 ± 1 192 ± 6 276 0,208 
Salb 161 179 ±2 57 ± 1 92 ± 2 359 0,319 
 a – valores em mg/L; b – Valores em mg/kg 
 
A composição do material polimérico foi determinada para todas as amostras (Tabela 
2), tendo-se observado que os hidratos de carbono são os compostos predominantes, com 
exceção das amostras PAC e Sal, nas quais as cinzas foram o composto maioritário.  
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O conteúdo em hidratos de carbono da amostra Sal é de 20% (Tabela 2), encontrando-
se abaixo do intervalo obtido por Silva [17] (27 – 47%) para diferentes amostras de sal. Entre 
todas as amostras analisadas a que apresentou um maior conteúdo em hidratos de carbono 
foi a AC (57%), seguindo-se a AE (42%). Os precipitados, PAE e PAC, têm 27 e 24% de 
hidratos de carbono, respetivamente.  
Assumindo que a diálise foi completa, é possível inferir que o sulfato quantificado 
seja proveniente dos polissacarídeos. O valor em sulfatos obtido para a amostra Sal (5,7%) 
(Tabela 2) encontra-se abaixo do intervalo descrito na bibliografia (8 – 25%) [17]. Este 
resultado está de acordo com o baixo conteúdo em hidratos de carbono obtido nesta amostra, 
sendo mais uma evidência de que os sulfatos poderão ser provenientes dos polissacarídeos. 
O maior conteúdo de sulfato verificou-se para as amostras AE e PAE (10 e 8,5%, 
respetivamente), enquanto as amostras AC e PAC apresentaram valores inferiores, 6,9% e 
5,1%, respetivamente (Tabela 2). Tendo em conta a quantidade de sulfato e de hidratos de 
carbono quantificados por amostra, verifica-se que a amostra Sal apresenta a maior razão 
(0,319) entre todas as amostras, permitindo inferir que os polissacarídeos com maior grau de 
sulfatação são os presentes na amostra Sal (Tabela 2). As amostras PAE e AE apresentaram 
uma razão de 0,313 e 0,247, respetivamente, indicando que os polissacarídeos da AE têm 
um grau de sulfatação inferior à amostra Sal. As amostras PAC e AC foram as que 
apresentaram uma razão inferior de todas as amostras (0,208 e 0,120, respetivamente), 
demonstrando que poderão ser constituídos por polissacarídeos com menor conteúdo em 
sulfato. 
A quantidade de polissacarídeos sulfatados presentes nas amostras, obtidos pela 
soma dos hidratos de carbono com os ésteres de sulfato indicam que a amostra Sal (23%), 
tal como já tinha sido referido, tem um baixo conteúdo comparado com o descrito na 
bibliografia para sal marinho (36 – 70%) [17]. As amostras líquidas, AC e AE, apresentam 
quantidades superiores com 64% e 52%, respetivamente, de polissacarídeos sulfatados no 
MP, sendo as amostras mais ricas em polissacarídeos. Os precipitados obtidos por ebulição 
destas amostras apresentam 30% de polissacarídeos sulfatados na PAC e 35% na PAE. 
 A percentagem de proteína determinada na amostra Sal (9%) (Tabela 2) encontra-se 
no intervalo já descrito na bibliografia [17] (2 – 9%). A maior concentração de proteína foi 
obtida na amostra PAC (19%), seguindo-se PAE com 9,4%. As amostras AE e AC 
apresentaram um valor inferior de proteína de 5,7 e 5,2% respetivamente. Estes resultados 
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indicam a presença de proteínas com baixa solubilidade em água, uma vez que estas tendem 
a co-precipitar com o sal, o que está de acordo com o facto das amostras AE e AC serem 
mais ricas em polissacarídeos.  
 A análise às cinzas presentes nas amostras foi realizada por termogravimetria, sendo 
os resultados apresentados na Tabela 2. É possível observar que as cinzas presentes na 
amostra Sal (35,9%) encontram-se no intervalo de cinzas descrito na bibliografia (20 e 40%) 
[17]. As restantes amostras apresentam um valor de cinzas inferior ao observado no sal, 
sendo as amostras obtidas por ebulição das águas as que apresentam uma maior concentração 
de matéria inorgânica (28 e 18% para as amostras PAC e PAE, respetivamente). As amostras 
AC e AE apresentam 16,3% e 11,2, respetivamente. O elevado conteúdo de cinzas nas 
amostras analisadas tem a contribuição dos ésteres de sulfato dos polissacarídeos. Estes 
compostos degradam a 800 ºC [138] e, como neste ensaio apenas se utilizaram temperaturas 
até 600 ºC, nos valores de cinza estão também incluídos os ésteres de sulfato. No entanto, o 
elevado teor em cinzas das amostras Sal e PAC em relação ao baixo conteúdo em ésteres de 
sulfato permite inferir que o material polimérico destas amostras possui maior capacidade 
para ligar material inorgânico que o das amostras AC, AE e PAE. 
Os resultados da composição do material polimérico realizado às 5 amostras 
permitem concluir a amostra AC, proveniente da água do tanque de água concentrada do 
cristalizador após a ebulição, foi a que apresentou um conteúdo em material polimérico mais 
elevado (613 mg de MP/L de amostra) com uma maior quantidade em hidratos de carbono 
(57%). Deste modo, a amostra AC é que apresenta maior potencial para ser utilizada para a 
extração de polissacarídeos sulfatados.  
 
3.2. Polissacarídeos do material polimérico 
 
3.2.1. Composição em monossacarídeos 
 
 A composição em monossacarídeos das amostras encontra-se na tabela 3. As 
amostras AE e AC apresentam uma composição em monossacarídeos semelhante, contendo 
principalmente ácidos urónicos (39 e 57%mol respetivamente), seguindo-se a Fuc (11 e 8%), 
Gal (10 e 7%), Glc (10 e 5%) Rha (10 e 5 %), Man (6 e 4%) e a Xyl (5%). Os resíduos 
detetados em menor percentagem foram a Ara (4%) e a Rib (< 1%). 
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Tabela 3 – Composição em monossacarídeos das amostras de água de salina e sal. 
 %molar 
  dRib Rha Fuc Rib Ara Xyl Man Gal Glc Á. Ur 
AE - 10,0 ± 0,4 11,9 ± 0,2 0,9 ± 0,2 4,1 ± 0,2 5,6 ± 0,4 6,8 ± 0,4 10,8 ± 0,2 10,8 ± 0,3 39,0 ± 1,6 
AC - 5,5 ± 0,2 8,9 ± 0,2 0,7 ± 0,1 4,5 ± 0,4 5,4 ± 0,1 4,4 ± 0,2 7,1 ± 0,6 5,9 ± 0,6 57,5 ± 0,1 
PAE 2,6 ± 0,1 21,3 ± 0,5 7,7 ± 0,5 1,1 ± 0,3 2,0 ± 0,0 4,5 ± 0,1 5,0 ± 0,4 7,7 ± 0,2 18,9 ± 1,0 29,0 ± 0,2 
PAC 3,2 ± 0,1 8,6 ± 0,5 12,5 ± 0,5 1,7 ± 0,3 6,1 ± 0,0 8,2 ± 0,1 6,5 ± 0,4 11,1 ± 0,2 11,4 ± 1,0 30,4 ± 0,2 
Sal 0,9 ± 0,0 8,1 ± 0,2 13,5 ± 0,1 1,5 ± 0,1 5,4 ± 0,1 7,8 ± 0,0 8,5 ± 0,1 12,3 ± 0,3 15,3 ± 0,4 26,6 ± 0,7 
 
 A amostra PAE apresenta na sua composição maioritariamente ácidos urónicos 
(29%), seguindo-se Rha (21%), Glc (18%), Gal e Fuc (7%) e Man (5%). Em menor 
quantidade foram detetados Xyl (4%), dRib (2%), Ara (2%) e Rib (1%). A amostra PAC é 
também maioritariamente constituída por ácidos urónicos (30%), Fuc (12%), Gal e Glc 
(11%), Xyl e Rha (8%) e Ara e Man (6%). Os resíduos minoritários observados foram a 
dRib (3%) e a Rib (1%).  
A amostra de Sal é também maioritariamente constituída por ácidos urónicos (26%), 
Glc (15%), Fuc (13%), Gal (12%), Man e Rha (8%) e Xyl (7%). Estes resultados são 
semelhantes aos obtidos por Silva [17], embora hajam diferenças em alguns resíduos. As 
diferenças verificadas entre o Sal em estudo e os dados já publicados indicam que a origem 
e o ano em que são obtidos os polissacarídeos são fatores que contribuem para a variação na 
composição em monossacarídeos. 
 Em todas as amostras analisadas os ácidos urónicos foram os resíduos de 
monossacarídeos maioritários (entre 26 e 57 %), o que pode contribuir para a elevada 
solubilidade em soluções aquosas dos polissacarídeos presentes nas amostras. Os vários 
tipos de monossacarídeos identificados apontam para a possível existência de uma grande 
diversidade de polissacarídeos presentes, o que está de acordo com os resultados de Silva 
[17]. Apesar da diversidade de estruturas possíveis, os elevados níveis de ácidos urónicos, 
ramnose, fucose e xilose, indicam que podem estar presentes na amostra ulvanas e 
fucoidanas, pois estes são os seus monossacarídeos característicos.  
 A presença de glucose nas amostras PAE, PAC e Sal podem ser originárias de 
glucanas. Agaranas e/ou carragenanas podem também dar origem à galactose. A presença 
de ribose em todas as amostras, ainda que em concentrações bastante reduzidas, e de dRib 
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nas amostras no estado sólido pode ser devido à presença de moléculas de DNA e RNA no 
sal e nas águas de salina, provenientes dos organismos que toleram elevadas salinidades.  
 
3.2.2. - Análise de ligações glicosídicas 
 
 De modo a poder determinar quais os resíduos de monossacarídeos sulfatados e 
identificar o tipo de ligação glicosídica, procedeu-se à análise de metilação das amostras 
antes e após dessulfatação. O tipo de ligação entre os monossacarídeos, bem como a posição 
das sulfatações foi determinada através do aumento/decréscimo de alguns resíduos após a 
dessulfatação. A presença de alguns resíduos após a dessulfatação indica o tipo de ligação, 
uma vez que esse tratamento às amostras vai remover as substituições com ésteres de sulfato. 
 Na Tabela 4 encontram-se os resultados obtidos para os resíduos de ramnose ante 
e após a dessulfatação. É possível observar a presença de Rha em ligação (1→3) uma vez 
que foi identificado 2,4-Me2-Rha, ligação já observada em polissacarídeos extraídos das 
algas verdes [139]. É identificada também a ligação (1→2), pela presença de 3,4-Me2-Rha, 
embora este tipo de ligação não tenha sido ainda descrita na bibliografia. A presença de 3-
Me-Rha permite inferir que a ramnose se encontra também em ligação (1→2,4). A 
diminuição do resíduo não metilado de Rha permite inferir a sulfatação destes resíduos em 
C-3, tendo esta estrutura já sido descrita em polissacarídeos de Ulva [124]. Observou-se 
também o aumento do resíduo 2,3,4-Me3-Rha e o decréscimo de 3,4-Me2-Rha, indicando 
que poderão estar presentes resíduos de ramnose terminais sulfatados em C-2. Esta 
característica estrutural já foi identificada em polissacarídeos extraídos de algas [139]. Todas 
as substituições observadas para esta amostra foram também observadas por Silva [17] para 
os polissacarídeos presentes no sal, e por Ray et al. [124] nos polissacarídeos da parede 
celular das algas verdes. 
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Tabela 4 – Abundância relativa dos diferentes derivados parcialmente metilados de ramnose 
presentes antes e após dessulfatação (DS) dos polissacarídeos do MP. 
Derivados 
metilados 
Derivados de 
açúcar 
AE 
AE 
DS 
PAE 
PAE 
DS 
AC AC 1ª DS 
AC 2ª 
DS 
PAC 
PAC 
DS 
Sal 
Sal 
DS 
2,3,4-Me3-Rha t-Rha 
18,
9 
23,3 6,4 7,9 31,2 11,0 20,2 19,4 29,0 22,0 20,6 
3,4-Me2-Rha 2-Rha 
45,
2 
20,9 70,7 83,6 8,1 49,7 31,7 28,8 27,5 27,8 38,7 
2,4-Me-Rha 3-Rha 
11,
1 
20,6 5,2 5,0 17,1 16,8 17,6 9,1 20,8 8,2 8,8 
3-Me-Rha 2,4-Rha 8,1 16,1 6,8 3,4 10,5 10,6 9,6 7,2 6,0 5,6 9,0 
4-Me-Rha 2,3-Rha 7,2 12,6 10,8 - 17,1 11,9 20,9 17,5 6,1 9,3 6,1 
Rha 2,3,4-Rha 9,5 6,5 - - 16,0 - - 18,0 10,6 27,2 16,7 
 
 A presença de 2,3-Me2-Xyl e 2,3,4-Me3-Xyl após a dessulfatação (Tabela 5) indica 
que se encontra nestas amostras xilose em ligação (1→4) e em ligação terminal, estrutura 
bastante comum em ulvanas [140]. O decréscimo observado no resíduo não metilado de Xyl 
e o aumento do resíduo 2,3-Me2-Xyl após a dessulfatação indica que a Xyl se encontra 
sulfatada em C-2 e C-3. Os resíduos identificados foram também observados por Silva [17] 
para polissacarídeos de diferentes sais. 
 
Tabela 5 - Abundância relativa dos diferentes derivados parcialmente metilados de xilose presentes 
antes e após dessulfatação (DS) dos polissacarídeos do MP. 
Derivados 
metilados 
Derivados 
de açúcar 
AE 
AE 
DS 
PAE 
PAE 
DS 
AC 
AC 1ª 
DS 
AC 2ª 
DS 
PAC 
PAC 
DS 
Sal 
Sal 
DS 
2,3,4-Me3-Xyl t-Xylp 31,2 40,3 50,8 78,0 43,3 74,6 50,4 47,0 61,2 47,7 62,3 
2,3-Me2-Xyl 4-Xyl 35,8 50,3 - - 48,1 25,4 42,1 34,3 38,8 31,4 37,7 
Xyl 2,3,4-Xyl 32,9 9,4 49,2 22,0 8,6 - 7,5 18,7 - 20,9 - 
 
 Os resíduos 3,4-Me2-Fuc, 2,3-Me2-Fuc e Fuc não metilado foram identificados 
após a dessulfatação das amostras (Tabela 6), o que indica que estão presentes 
polissacarídeos constituídos por fucose em ligação (1→3), (1→4) e terminal, sendo a ligação 
(1→3) predominante em todas as amostras. Estas ligações são características das fucoidanas 
[102,103]. Observou-se também a presença do resíduo 4-Me-Fuc, levando a concluir que 
podem estar presentes fucoses em ligação (1→2,3) [102]. A diminuição da Fuc não metilada 
e o aumento da 3,4-Me2-Fuc após dessulfatação indica a presença de fucose em ligação 
(1→3), dissulfatada em C-2 e C-4, estrutura já descrita em fucoidanas [141]. O aumento do 
resíduo 2,3-Me2-Fuc pode também indicar que se encontram fucose em ligação (1→4), 
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dissulfatada em C2 e C3, estrutura descrita nos polissacarídeos de algas castanhas [102]. A 
diminuição de Fuc não metilada e o surgimento da 4-Me-Fuc leva também a propor a 
presença de fucose em ligação (1→2,3) sulfatada em C-4, como já observado fucoidanas de 
algas castanhas [142]. Todas as substituições observadas nas amostras em estudo foram 
também observados Silva quando analisou polissacarídeos sulfatados extraídos do sal, com 
a exceção de 2,3-Me2-Fuc [17]. Todas as estruturas propostas foram já reportadas em 
fucoidanas de Fucus vesiculosus [143]. 
 
 
Tabela 6 - Abundância relativa dos diferentes derivados parcialmente metilados de fucose presentes 
antes e após dessulfatação (DS) dos polissacarídeos do MP. 
Derivados 
metilados 
Derivados 
de açúcar 
AE 
AE 
DS 
PAE 
PAE 
DS 
AC 
AC 1ª 
DS 
AC 2ª 
DS 
PAC 
PAC 
DS 
Sal 
Sal 
DS 
2,3,4-Me3 Fuc t-Fuc 29,5 21,5 26,1 25,9 30,1 28,0 48,7 21,0 36,8 24,0 22,6 
3,4-Me2 Fuc 3-Fuc 26,3 22,9 73,9 74,1 16,9 17,9 41,4 14,8 32,2 14,4 13,2 
4-Me Fuc 2,3-Fuc - - - - - 6,7 - - - - - 
2,3-Me2 Fuc 4-Fuc 6,9 2,0 - - 5,2 3,6 9,9 2,7 8,0 6,3 5,7 
Fuc 2,3,4-Fuc 37,3 53,6 - - 47,8 43,8 - 61,5 23,0 55,3 58,5 
 
 A ocorrência de 2,3,4,6-Me4-Gal, 3,4,6-Me3-Gal, 2,4,6-Me3-Gal, 2,3,6-Me3-Gal, e 
2,3,4-Me3-Gal após a dessulfatação (Tabela 7), indica a presença de galactose em ligação 
terminal, (1→2), (1→3), (1→4) e (1→6), respetivamente, características de carragenanas e 
agaranas [69,95]. Após a dessulfatação os resíduos 2,6-Me2-Gal e 2,4-Me2-Gal continuam a 
ser identificados, o que indica a presença de galactose em ligação (1→3,4) e em ligação 
(1→3,6), respetivamente [75,91]. A presença do resíduo 2,3-Me2-Gal indica que está 
presente na amostra galactose em ligação (1→4,6) [91–94]. O aumento de 2,3,6-Me3-Gal e 
a diminuição da 2,6-Me2
-Gal após a dessulfatação leva a propor que esteja presente nas 
amostras galactose em ligação (1→4), sulfatada em C-3, já descrita em polissacarídeos 
extraídos das algas vermelhas [91]. Em todas as amostras verifica-se a diminuição de 2-Me-
Gal e o aumento da 2,6-Me2-Gal, indicando que também está presente galactose em ligação 
(1→3,4), sulfatada em C-6. Estas estruturas já foram descritas em polissacarídeos extraídos 
de algas vermelhas [79]. O surgimento do resíduo 2,3-Me2-Gal acompanhado pelo 
decréscimo de 2-Me-Gal após a dessulfatação indica-nos que nas amostras se encontra 
galactose em ligação (1→4,6), sulfatada em C-3 [144]. O aumento de 2,4,6-Me3-Gal e a 
diminuição de 2,4-Me2-Gal e 4,6-Me2-Gal pode ser devido à presença de galactose em 
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ligação (1→3) sulfatada em C-6 ou C2, estruturas descritas em polissacarídeos extraídos das 
algas vermelhas [91]. Todas as ligações foram observadas por Siva [17] em amostras de 
polissacarídeos obtidos de sal marinho. 
 
Tabela 7 - Abundância relativa dos diferentes derivados parcialmente metilados de galactose 
presentes antes e após dessulfatação (DS) dos polissacarídeos do MP. 
Derivados 
metilados 
Derivados 
de açúcar 
AE AE DS PAE 
PAE 
DS 
AC 
AC 1ª 
DS 
AC 2ª 
DS 
PAC 
PAC 
DS 
Sal 
Sal 
DS 
2,3,4,6-Me4-
Gal 
t-Gal 5,3 26,2 12,9 20,4 23,8 23,0 25,1 11,6 26,4 5,9 30,8 
3,4,6-Me3-
Gal 
2-Gal - - 24,0 28,7 - 16,4 26,4 - - - - 
2,4,6-Me3-
Gal 
3-Gal 22,8 14,5 23,8 18,1 18,0 - 21,6 11,0 16,6 10,2 33,6 
2,3,6-Me3-
Gal 
4-Gal - 10,9 - - - 28,9 6,1 - - - - 
2,3,4-Me3-
Gal 
6-Gal 2,0 13,5 5,6 7,0 4,3 5,7 3,1 2,8 16,2 2,6 7,0 
4,6-Me2-Gal 2,3-Gal - - - - - 2,7 - - - 1,1 - 
2,6-Me2-Gal 3,4-Gal 1,9 2,8 3,0 7,9 8,4 10,2 - 3,0 10,2 - - 
3,6-Me2-Gal 2,4-Gal 4,0 10,8 4,0 4,9 10,4 5,5 5,7 6,7 10,9 3,6 8,5 
2,4-Me2-Gal 3,6-Gal 2,4 10,7 4,8 4,2 8,7 2,1 3,4 5,5 - 3,3 2,1 
2,3-Me2-Gal 4,6-Gal - - - - - 0,4 - - - - - 
2-Me-Gal 3,4,6-Gal 1,0 2,4 3,9 2,3 3,1 - 1,9 6,5 - 1,9 1,1 
Gal 2,3,4,6-Gal 60,7 8,3 18,0 6,6 23,4 6,3 6,7 53,0 19,8 71,3 16,8 
 
 A identificação dos resíduos de 2,4,6-Me3-Glc e 2,3,6-Me3-Glc (tabela 8) indicam 
que nas amostras está presente glucose em ligação (1→3) e (1→4), respetivamente, 
característica das algas vermelhas [146]. O resíduo 3,4,6-Me3-Glc identificado após a 
dessulfatação indica a presença de glucose em ligação (1→2) embora esta ligação não tenha 
sido descrita na literatura em polissacarídeos de origem marinha. A presença do resíduo 
2,3,4,6-Me4-Glc e o seu aumento após a dessulfatação, acompanhado pela diminuição de 
2,3,4-Me3-Glc, indica que está presente glucose terminal, que pode estar sulfatada em C-6, 
substituição também identificada em polissacarídeos das algas vermelhas [146]. Apesar da 
sua diminuição com a dessulfatação, o resíduo 2,3,4-Me3-Glc foi ainda identificado nestas 
amostras, indicando que se encontra presente glucose em ligação (1→6), ligação já descrita 
em olissacarídeos extraídos de algas castanhas [145]. O aumento de 2,3,6-Me3-Glc e a 
diminuição de 2,3-Me2-Glc após a dessulfatação indica a presença de glucose em ligação 
(1→4), sulfatada em C-6, estrutura também observada nos polissacarídeos de origem 
marinha [146]. O resíduo 2-Me-Glc apesar de diminuir continua a ser identificado após a 
dessulfatação, tendo sido também descrito em polissacarídeos extraídos de esponjas 
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marinhas [147]. Todos os resíduos presentes nas amostras analisadas (Tabela 8) estavam 
presentes nas amostras de sal marinho analisadas por Silva [17], com a exceção de 2,3,6-
Me3Glc e 3,4,6-Me3Glc. 
 
Tabela 8 - Abundância relativa dos diferentes derivados parcialmente metilados de glucose 
presentes antes e após dessulfatação (DS) dos polissacarídeos do MP. 
Derivados 
metilados 
Derivados 
de açúcar 
AE 
AE 
DS 
PAE 
PAE 
DS 
AC 
AC 1ª 
DS 
AC 2ª 
DS 
PAC 
PAC 
DS 
Sal 
Sal 
DS 
2,3,4,6-Me4 Glc t-Glc 16,0 13,2 8,4 13,0 17,9 27,2 20,2 10,3 21,2 9,6 15,7 
3,4,6-Me3 Glc 2-Glc 6,6 4,5 8,8 6,8 4,2 18,2 9,6 4,2 9,1 4,3 3,0 
2,3,6-Me3 Glc 4-Glc 15,6 60,6 48,9 65,4 33,0 14,3 44,1 20,7 33,4 27,4 52,5 
2,3,4-Me3 Glc 6-Glc 19,3 5,2 3,8 3,6 11,3 1,5 - 6,1 6,9 3,3 7,4 
2,4,6-Me3 Glc 3-Glc - - - - - 4,4 - - - - - 
2,3-Me2 Glc 4,6-Glc 4,4 3,6 2,9 - 3,3 4,6 4,0 4,1 - 3,0 1,9 
2,4-Me2 Glc 3,6-Glc - - - - - 9,4 - - - - - 
6-Me Glc 2,3,4-Glc 14,2 2,8 3,8 1,8 9,2 6,4 4,9 8,5 9,1 5,8 2,9 
3-Me Glc 2,4,6-Glc - - - - - - - - 8,7 - - 
2-Me Glc 3,4,6-Glc 13,1 4,1 3,0 0,9 1,6 7,7 5,0 7,2 3,4 4,6 4,2 
4-Me Glc 2,3,6-Glc 10,8 1,8 4,4 1,5 3,1 4,0 1,7 5,8 - 4,1 2,8 
Glc 2,3,4,6-Glc 37,6 4,3 16,0 6,9 16,2 7,9 10,4 33,0 12,7 37,9 9,5 
 
 A presença das substituições 2,4,6-Me3-Man e 4,6-Me2-Man após a dessulfatação 
(Tabela 9) indica-nos que nas amostras podem estar presentes resíduos de manose em ligação 
(1→3) e (1→2,3) [148]. A presença de 2,3-Me2-Man indica que também existe manose em 
ligação (1→4,6), ligação já observada em polissacarídeos extraídos das algas vermelhas 
[146]. A presença de 2,3,4,6-Me4-Man e 2,3,4-Me3-Man após a dessulfatação permite 
concluir que se encontram manoses em ligação terminal e em ligação (1→6), 
respetivamente, embora estas ligações não tenham sido descritas na bibliografia para 
polissacarídeos de ambientes marinhos. O decréscimo de 2,6-Me2-Man e o aumento de 
2,4,6-Me3-Man após a dessulfatação é justificado pela presença de manose em ligação 
(1→3) e sulfatada em C-4, estrutura já descrita em polissacarídeos extraídos da alga 
vermelha [148]. Os resíduos observados nestas amostras foram também identificadas por 
Silva [17] em amostras obtidas a partir de sal marinho, exceção para os resíduos 2,3,4-Me3-
Man e 2,4,6-Me3-Man.  
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Tabela 9 - Abundância relativa dos diferentes derivados parcialmente metilados de manose 
presentes antes e após dessulfatação (DS) dos polissacarídeos do MP. 
Derivados 
metilados 
Derivados de 
açúcar 
AE 
AE 
DS 
PAE 
PAE 
DS 
AC 
AC 1ª 
DS 
AC 2ª 
DS 
PAC 
PAC 
DS 
Sal 
Sal 
DS 
2,3,4,6-Me4 
Man 
t-Man 10,0 23,8 16,1 29,7 19,7 25,5 33,0 8,3 24,4 
19,
4 
27,2 
2,3,4-Me3 Man 6-Man - - - - - - 7,1 - - - - 
2,4,6-Me3 Man 3-Man - - - - - 12,4 - - - - - 
2,6-Me2 Man 3,4-Man 7,9 35,8 43,6 29,3 35,5 2,8 16,4 26,7 19,3 
25,
9 
39,9 
4,6-Me2 Man 2,3-Man 5,4 20,9 12,2 18,0 13,1 28,6 20,1 11,8 24,8 7,6 2,4 
2,3-Me2 Man 4,6-Man 2,0 7,4 - 9,7 4,9 - 8,7 6,8 - 9,6 - 
2-Me Man 3,4,6-Man - - - - - 1,0 - - - - - 
Man 2,3,4,6-Man 74,8 12,0 28,1 13,3 26,7 29,7 14,6 46,4 31,6 
37,
5 
30,6 
 
 A presença de 3,5-Me2-Araf, 2,5-Me2-Araf e 2,3-Me2-Araf após a dessulfatação 
(Tabela 10) indica que nas amostras analisadas estão presentes arabinoses em ligação (1→2), 
(1→3) e (1→5) respetivamente. Por seu lado a presença de 2-Me-Araf indica-nos resíduos 
de arabinose em ligação (1→3,5), como foi descrito para polissacarídeos das algas verdes 
[127]. A presença de 2,3,5-Me3-Araf permite inferir que se encontram resíduos arabinose na 
ligação terminal. Embora estes resíduos estejam descritos na bibliografia, a presença de 
arabinose em polissacarídeos de origem marinha é sempre descrita como estando presente 
em pequenas concentrações [127,148–150], tal como observado nas amostras analisadas. 
Todas estas substituições foram também reportadas em polissacarídeos do sal marinho [17].  
 
Tabela 10 - Abundância relativa dos diferentes derivados parcialmente metilados de arabinose 
presentes antes e após dessulfatação (DS) dos polissacarídeos do MP. 
Derivados 
metilados 
Derivados 
de açúcar 
AE 
AE 
DS 
PAE 
PAE 
DS 
AC 
AC 1ª 
DS 
AC 2ª 
DS 
PAC 
PAC 
DS 
Sal 
Sal 
DS 
2,3,5-Me3 Araf t-Araf 15,7 20,4 4,1 4,0 12,5 12,3 9,0 11,3 19,1 14,9 16,6 
3,5-Me2 Araf 2-Araf 4,4 6,8 - - 11,4 23,3 17,6 9,7 14,9 7,8 9,8 
2,5-Me2 Araf 3-Araf 2,7 3,6 23,5 30,4 6,8 2,6 7,7 6,7 11,5 5,9 4,4 
2,4,5-Me3 Arap 3-Arap 17,9 5,4 11,3 - 11,3 - 13,7 10,3 12,5 9,1 11,4 
2,3-Me2 Araf 5-Araf 4,2 16,4 - 9,8 10,1 7,2 8,6 11,9 13,2 3,8 10,3 
2-Me2 Araf 3,5-Araf  11,0 3,8 40,8 45,9 8,0 54,5 12,5 7,8 - 4,4 3,8 
3,5-Me2 Arap 2,4-Arap 3,7 - - 9,8 11,4 - 8,5 9,6 6,0 7,7 4,7 
Araf 2,3,5-Araf 40,4 43,5 20,3 - 28,6 - 22,5 32,7 22,8 46,5 39,0 
 
 A análise de metilação revelou a presença de N-Acetilglucosamina (GlcNAc), 
apesar deste monossacarídeo não ter sido detetado na análise de açúcares. Este resíduo pode 
ser encontrado na quitina, um polissacarídeo presente no exosqueleto de crustáceos [151]. A 
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presença dos resíduos 2,4,6-Me3-GlcNAc, 2,3,6-Me3-GlcNAc e 2,3,4-Me3-GlcNAc (Tabela 
11) indicam que a GlcNAc se pode encontrar em ligação (1→3), (1→4) e (1→6), 
respetivamente, embora apenas a ligação (1→4) tenha sido descrita [151–154]. A análise 
comparativa às metilações antes e depois da dessulfatação indicam um decréscimo de 2,6-
Me2-GlcNAc e o aumento de 2,3,6-Me3-GlcNAc, podendo estes resultados ser explicados 
pela presença de GlcNAc em ligação (1→4) sulfatado em C-3, apesar de ainda não ter sido 
descrito da bibliografia. Estes resíduos não foram descritos nos polissacarídeos do sal 
marinho analisados por Silva [17]. A baixa concentração deste resíduo observado nas 
amostras analisadas pode ser justificado com a baixa solubilidade em água apresentada pelos 
polissacarídeos em que este resíduo está presente [152]. 
 
Tabela 11 - Abundância relativa dos diferentes derivados parcialmente metilados de N-
Acetilglucosamina presentes antes e após dessulfatação (DS) dos polissacarídeos do MP. 
 
Derivados 
metilados 
Derivados de 
açúcar 
AE 
AE 
DS 
PAE 
PAE 
DS 
AC 
AC 1ª 
DS 
AC 2ª 
DS 
PAC 
PAC 
DS 
Sal 
Sal 
DS 
2,3,6-Me3-GlcNAc 4-GlcNAc 10,8 30,3 24,8 34,0 17,0 16,8 18,2 16,5 28,3 18,6 25,5 
2,3,4-Me3-GlcNAc 6-GlcNAc 4,3 7,6 5,5 4,7 8,6 8,3 7,2 6,6 11,6 5,5 9,7 
2,4,6-Me3-GlcNAc 3-GlcNac 22,6 25,5 24,4 24,4 19,1 24,7 28,6 22,9 26,8 21,4 19,7 
2,6-Me2-GlcNAc 3,4-GlcNAc 62,4 36,6 45,3 36,8 55,3 50,2 46,0 53,9 33,3 54,5 45,2 
 
 Uma segunda dessulfatação foi apenas realizada à amostra AC, uma vez que foi a 
amostra que apresentou a maior concentração de polissacarídeos sulfatados, e teve como 
intuito determinar se a realização de um segundo processo de dessulfatação da amostra 
levaria a uma mais eficiente remoção de ésteres de sulfato do polissacarídeo uma vez que, 
como descrito na bibliografia [136], esta técnica pode não remover totalmente os ésteres de 
sulfato. Apesar dos resultados obtidos para os resíduos não metilados de Fuc e Man 
indicarem que a segunda dessulfatação foi mais eficaz, uma vez que se trata de resíduos 
totalmente substituídos e o decréscimo observado entre uma e duas dessulfatações, indica 
que foi possível ainda remover mais alguns ésteres de sulfato, para os restantes resíduos não 
se verificaram variações com a segunda dessulfatação. Não foram feitos mais ensaios acerca 
da necessidade de uma segunda dessulfatação dada a morosidade do processo e a quantidade 
elevada de amostra necessária para o ensaio. 
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3.3. Avaliação da atividade imunoestimuladora  
 
 Os polissacarídeos sulfatados de origem marinha, segundo descrito na bibliografia, 
apresentam atividade imunoestimuladora, mais especificamente as galactanas sulfatadas 
[34–36,155,156], as ulvanas [59] e as fucoidanas [157,158], tendo todas as amostras 
analisadas revelado a presença destes polissacarídeos sulfatados. Por esse motivo foi 
avaliada a atividade imunoestimuladora da amostra AC, uma vez que foi a amostra que 
apresentou a maior concentração em polissacarídeos sulfatados, tendo sido testadas três 
concentrações diferentes de polissacarídeos (25, 50 e 75 μg/mL). A atividade 
imunoestimuladora foi determinada no extrato original e após dessulfatação para determinar 
se a amostra tinha efeito biológico e qual o efeito da presença de sulfatos. Os testes foram 
realizados no Instituto de Ciências Biomédicas Abel Salazar (ICBAS) no Porto.  
A primeira análise a ser realizada nas amostras foi a citotoxicidade (Figura 19). A 
percentagem de viabilidade celular foi superior a 96% para todas as amostras incluindo os 
controlos, tanto negativo (RPMI) como positivo (LPS), o que indica que as amostras não são 
citotóxicas. 
 
 
Figura 19 - Percentagem de viabilidade celular após incubação com a amostra. RPMI – Controlo 
negativo para imunoestimulação; LPS – Controlo positivo imunoestimulação. 
 
 Os testes de imunoestimulação foram realizados em duas linhagens celulares, 
linfócitos T e B, tendo sido sempre utilizados dois controlos, um positivo (LPS) e um 
negativo (RPMI). Os resultados obtidos para a estimulação de linfócitos B (Figura 20) 
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indicam uma percentagem de estimulação entre 40 e 50 % para as amostras AC, sendo 
possível observar ainda uma tendência para o aumento desta estimulação com o aumento da 
concentração, embora não seja significativo. No entanto, a amostra AC dessulfatada 
apresentou percentagens de estimulação próximas de 20%, valor inferior ao observado para 
a amostra nativa. O aumento de concentração de polissacarídeo não levou ao aumento da 
estimulação. É provável que que a pequena percentagem de estimulação observada seja 
devido a algumas substituições com éster de sulfato que não tenham sido completamente 
removidas durante o processo de dessulfatação. 
 
 
 
 Os resultados obtidos para a estimulação de linfócitos T (Figura 20) demonstram que 
a amostra AC levou a uma estimulação próxima de 15%, sendo este valor próximo do 
observado para o controlo positivo (12%), tendo-se observado que o aumento da 
concentração de polissacarídeos não leva ao aumento da estimulação. A amostra AC 
dessulfatada levou a uma estimulação de apenas 4%, valor próximo do controlo negativo 
(2%), sendo que não se observaram diferenças na estimulação quando se aumentou a 
concentração do polissacarídeo.  
Os resultados obtidos nestes ensaios demonstram que estão presentes na amostra 
compostos com potencial para atividade imunoestimuladora, embora sejam necessários mais 
Figura 20 – Percentagem de estimulação para células B e células T. RPMI – Controlo negativo 
para imunoestimulação; LPS – Controlo positivo imunoestimulação 
 52 
 
testes para determinar quais os mecanismos responsáveis pela estimulação tanto de linfócitos 
B como T. A complexidade da amostra não permite determinar quais os compostos 
responsáveis pelos efeitos observados. No entanto, a amostra é constituída maioritariamente 
por polissacarídeos sulfatados. Foi ainda possível observar que quando se incubavam as 
linhagens celulares com a amostra dessulfatadas a percentagem de estimulação decrescia 
consideravelmente, indicando que o efeito observado pode ser devido à presença de 
polissacarídeos sulfatados, sendo a sulfatação um fator determinante nesta atividade.  
Os ensaios realizados em linfócitos descritos na bibliografia indicam resultados 
semelhantes aos observados. No trabalho realizado por Yuan et al. [35] foi testada a 
capacidade para estimular a produção de linfócitos por parte de oligossacarídeos de κ-
carragenanas. Estes autores observaram que os compostos apresentam capacidade para 
aumentar a proliferação de linfócitos, embora também não se observe um aumento da 
estimulação quando se aumenta a concentração dos oligossacarídeos. O aumento na 
sulfatação destes oligossacarídeos originou um aumento da estimulação de linfócitos, em 
relação à amostra com baixo grau de sulfatação. Estas observações estão de acordo com os 
resultados obtidos para as amostras em estudo, nas quais o aumento da concentração não 
levou a aumentos significativos da atividade e a presença de ésteres de sulfato é uma 
característica fundamental para que haja imunoestimulação.  
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4 - CONCLUSÃO 
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Neste trabalho foi estudado o material polimérico presente nas águas da salina (água 
do tanque de entrada e do tanque de água concentrada), do sal que se formou pela ebulição 
das águas de salina (precipitado da água do tanque de entrada e precipitado da água do tanque 
de água concentrada) e do sal. A amostra proveniente do tanque de água concentrada (AC) 
apresentou o maior conteúdo de material polimérico (613,3 mg de MP/L), sendo a sua 
composição semelhante entre todas as amostras. Este material é composto maioritariamente 
por hidratos de carbono e por ésteres de sulfato.  
A composição dos hidratos de carbono e a análise de ligações glicosídicas revelaram 
que o polissacarídeo predominante em todas as amostras foram as ulvanas, devido aos 
elevados níveis de ácidos urónicos e ramnose, assim como as ligações da Rha em (1→2) e 
sulfatação em C-3 e C-4. As fucoidanas foram também um polissacarídeo predominante nas 
amostras, uma vez que a análise de composição dos hidratos de carbono apresentou elevados 
níveis de fucose, estando estes resíduos predominantemente em ligação (1→3), sulfatadas 
em C-2 ou C-4. As galactanas, identificadas pelo conteúdo em Gal em ligação (1→3) e 
(1→4) com sulfato em C-3 ou C-4, também se encontram presentes em todas as amostras. 
As glucanas também foram identificadas devido à presença de ligações (1→4) com sulfato 
em C-6. Devido à complexidade demonstrada pelas amostras, o fracionamento destas iria 
permitir determinar com exatidão as ligações entre os monossacarídeos bem como a posição 
das sulfatações. 
O teste de imunoestimulação realizado à amostra proveniente do tanque de água 
concentrada indicou que o material polimérico contido nestes sais e águas apresenta 
potencial para ter atividade imunoestimuladora. Este teste permitiu ainda prever que o efeito 
está relacionado com os polissacarídeos sulfatados, sendo a presença de sulfatos um fator 
determinante. O fracionamento das amostras permitirá aprofundar o tipo de atividades 
biológicas que estes polissacarídeos poderão possuir, assim como permitir a determinação 
dos mecanismos de atuação. 
Desta forma, a extração de polissacarídeos a partir do sal ou das águas das salinas 
pode ser vantajosa, quando comparada com à extração a partir de algas, dada a sua elevada 
disponibilidade, baixo custo e simplicidade na extração. A amostra AC, proveniente da água 
mais concentrada, mostrou ser a melhor fonte destes compostos. A elevada concentração de 
material polimérico no precipitado formado pelo aquecimento da água do tanque de água 
concentrada (336 mg/kg), revela que poderá se obtido sal rico em polissacarídeos sulfatados, 
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originando o desenvolvimento de um produto com efeitos benéficos para a saúde. A extração 
do material polimérico destas águas e posterior adição ao sal poderia também ser uma forma 
de o enriquecer em compostos com diversas atividades biológicas. Estes compostos, devido 
às suas propriedades, têm também potencial para ser utilizados em outras aplicações nas 
indústrias alimentar e farmacêutica. 
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